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“Reconhece a queda
E ndo desanima
Levanta, sacode a poeira

E d4 a volta por cima”

Paulo Vanzolini

“Q profundidade da riqueza da sabedoria e do conhecimento de Deus!

Quao insondaveis sdo os seus juizos e inescrutaveis os seus caminhos!

Quem conheceu a mente do Senhor?

Ou quem foi seu conselheiro?

Quem primeiro lhe deu, para que ele o recompense?

Porque dele e por ele, e para ele, sdo todas as coisas; gloria, pois, a ele eternamente.

Amém. ”

Romanos 11:33-36
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Efeito da eCG sobre a dinAmica ovariana de vacas mesticas com diferentes
concentracdes circulantes de progesterona durante a sincronizac¢io da ovulacio

RESUMO

Objetivou-se neste estudo avaliar o efeito do tratamento com gonadotrofina coridnica
equina (eCQG) sobre a dinamica e fungao folicular, e caracteristicas morfofuncionais do
corpo lateo (CL) em vacas mesticas com diferentes concentracdes circulantes de
progesterona (P4) durante a sincronizacdo da ovulagdo em um protocolo de IATF.
Foram utilizadas 30 fémeas mesti¢as submetidas a um protocolo de pré-sincronizagao
para garantir que todos os animais apresentassem corpo liteo (CL) no inicio do
protocolo. Em seguida, os animais foram submetidos ao protocolo de sincronizag¢do e
divididos para receberem ou ndo 12,5mg de PGF2a i.m. no DO no inicio do protocolo,
constituindo os grupos: Baixa-P4 (receberam tratamento com PGF2a no DO0) e grupo
Alta-P4 (ndo receberam tratamento com PGF2a no D0). No DS, realizou-se a retirada
do dispositivo intravaginal de P4 e as fémeas foram subdivididas aleatoriamente em
quatro grupos para receberem a aplicacdo ou ndo de 300UI i.m. de eCG de acordo com
o tratamento ou ndo de PGF2a no DO: Grupo Alta P4-S/eCG (n=6), Grupo Alta P4-
C/eCG (n=7), Grupo Baixa P4-S/eCG (n=6) e Grupo Baixa P4-C/eCG (n=7). As vacas
foram submetidas a ultrassonografia (US) em modo B e Doppler colorido para avaliagdo
da dinamica e vascularizag¢ao folicular e caracteristicas morfofuncionais do CL. Além
disso, foram coletadas amostras de sangue para determinagdo da concentracdo sérica de
P4 nos dias 0; 8; 10 e 24 do protocolo de sincronizagdo. Os dados foram analisados
utilizando o procedimento ANOVA e o teste Tukey no SPSS, P<0,05. Altas
concentragdes de P4 no momento da sincronizagdo da ovulagcdo impactaram
negativamente no didmetro do foliculo no D10, no didmetro do foliculo pré-ovulatorio e
na area de vascularizagdo da parede do foliculo pré-ovulatorio. Os animais que tinham
uma alta concentracdo de P4 no momento da sincronizagdo da ovulagdo e que foram
tratadas com eCG apresentaram diametro do foliculo no D10, didmetro e a area de
vascularizagdo da parede do foliculo pré-ovulatorio (P>0,05), semelhantes as vacas com
baixa concentragao de P4. Uma alta concentragdo de P4 no momento da sincronizac¢ao

da ovulagdo influenciou negativamente (P=0,03) o diametro, volume e a vascularizagio



do CL subsequente ao protocolo. Vacas tratadas com eCG e com alta concentragdo
circulante de P4 no momento da sincroniza¢do da ovulagdo apresentaram didmetro do
CL (P>0,05), semelhante as vacas com baixa concentracdo de P4. Conclui-se que
elevadas concentragdes circulantes de P4 na sincronizagdo da ovulacao impactaram
negativamente no didmetro e vascularizagdo folicular e luteal, e a administracdo de eCG
pode ser utilizada como uma estratégia para favorecer uma melhor resposta folicular e
luteal em fémeas mesticas bovinas com alta concentracdo de P4 no momento da

sinconiza¢ao da ovulacao.

Palavras-chave: corpo luteo, doppler, vaca, gonadotrofina coriénica equina,

sincronizagao



Effect of eCG on the ovarian dynamics of crossbred cows with different circulating
concentrations of progesterone during ovulation synchronization

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the effect of equine chorionic gonadotrophin
(eCG) treatment on follicular dynamics and function, and morphofunctional
characteristics of the corpus luteum (CL) in crossbred cows with different circulating
concentrations of progesterone (P4) during synchronization of ovulation in an IATF
protocol. 30 crossbred females were used and submitted to a pre-synchronization
protocol to ensure that all animals presented corpus luteum (CL) at the beginning of the
protocol. Afterwards, the animals were submitted to the synchronization protocol and
divided to receive or not 12.5mg of PGF2a i.m. in the DO at the beginning of the
protocol, constituting the groups: Low-P4 (received treatment with PGF2a) and High-
P4 group (did not receive treatment with PGF2a in DO0). In D8, the intravaginal device
from P4 was withdrawn and the females were subdivided randomized into four groups
to receive 300UI i.m. of eCG according to the treatment or not of PGF2a in DO: High
Group-S/eCG (n = 6), High Group P4-C/eCG (n = 7); Group Low P4-S/eCG Group (n =
6) and Low Group P4-C/eCG n = 7). The cows were submitted to ultrasound (US) in B
mode and color Doppler to evaluate the follicular dynamics and vascularization and
morphofunctional characteristics of CL. In addition, blood samples were collected to
determine serum P4 concentration on days 0; 8; 10 and 24 of the synchronization
protocol. Data were analyzed using the ANOVA procedure and the Tukey test in SPSS,
P <0.05. High concentrations of P4 at the time of ovulation synchronization negatively
impacted the follicular dynamics and vascularization and also the morphofunctional
characteristics of the CL of the subsequent diestrus (P <0.05). Animals that had a high
concentration of P4 at the time of ovulation synchronization and who were treated with
eCG had follicle diameter at D10, diameter and area of vascularization of the
preovulatory follicle wall (P> 0.05), similar cows with low P4 concentration. In
addition, cows treated with eCG and with a high circulating concentration of P4 at the

time of ovulation synchronization presented CL (P> 0.05) diameter, similar to cows



with low P4 concentration. It was concluded that high circulating concentrations of P4
in the synchronization of ovulation had a negative impact on follicular and luteal
diameter and vascularization, and the administration of eCG can be used as a strategy to
favor a better follicular and luteal response in bovine crossbred females with high

concentration of P4 at the time of ovulation treatment.

Keywords: corpus luteum, doppler, cow, equine chorionic gonadotrophin,

synchronization



INTRODUCAO

A pecuadria brasileira alcancou grandes avangos ao longo dos anos com enorme
ganho quantitativo e qualitativo do seu rebanho e a incorporacdo de biotécnicas
contribuiu para que o pais alcancasse posi¢do de destaque na pecuaria mundial
(SARTORI, 2007; BARUSELLI et al., 2012). Neste contexto, as biotecnologias da
reproducdo animal desempenham papel fundamental para dissemina¢do de genética de
alta qualidade, incremento dos indices reprodutivos € melhora na eficiéncia reprodutiva
dos rebanhos bovinos (VIANA et al., 2017, VASCONCELOS et al., 2017).

Dentre as biotecnologias mais utilizadas nacionalmente, destaca-se a
inseminacdo artificial em tempo fixo (IATF) (FERRAZ et al., 2017; BARUSELLI et
al., 2017). Esta biotecnologia permite que as inseminagdes ocorram em horario pré-
determinado, dispensando assim a necessidade de detec¢do do estro (MENEGHETTT et
al., 2009; SA FILHO et al., 2009; SA FILHO et al., 2010a). Atualmente a IATF ¢ uma
biotecnologia bastante difundida e apresenta um nivel avancado de desenvolvimento, no
entanto, seus indices reprodutivos variam entre 35 a 55% e estes resutados podem ser
melhorados por meio do refinamento dos protocolos de sincronizagio (BO,
BARUSELLI e MAPLETOFT, 2013).

Diversos protocolos hormonais foram desenvolvidos objetivando a realizagao da
IATF (LAMB et al., 2010; WILTBANK e PURLEY, 2014). No Brasil, os protocolos
mais utilizados s3o a base de uma inser¢do de um dispositivo intravaginal de
progesterona (P4) associado a administracao de Benzoato de Estradiol (BE) no inicio do
tratamento (D0), em um dia aleatério do ciclo. No momento da retirada do dispositivo
intravaginal de P4 (DS), faz-se a aplica¢do da prostaglandina (PGF2a) juntamente com
o Cipionato de Estradiol (CE) ou a administracdo de Benzoato de estradiol (BE) 24
horas apds, e a IATF geralmente ¢ realizada até 56h apds a remocao do dispositivo
(ANDRADE et al., 2012b; RIBEIRO FILHO et al., 2013).

Tem sido reportado que as concentragdes circulantes de P4 durante o protocolo
de sincroniza¢do da ovulagdo para IATF podem impactar na fertilidade, por meio de
alteragdes nas fungoes foliculares e luteais (BINELLI et al., 2014; WILTBANK et al.,
2014). O tipo racial e o grau de producao de leite dos animais desempenham papel de

elevada importancia neste contexto (CARVALHO et al, 2008; SARTORI,



MONTEIRO e WILTBANK, 2016). Em vacas de leite de alta produgdo, uma baixa
concentragdo circulante de P4 no periodo pré-ovulatorio pode influenciar negativamente
na qualidade do odcito e no desenvolvimento do embrido, afetando a morfologia e
funcdes secretoras do Tttero, originando corpo lateo (CL) de meia vida curta
(WILTBANK et al., 2012; BISINOTTO et al., 2013). Por outro lado, em vacas de corte
um ambiente hormonal com baixas concentracdoes de P4 no momento da sincroniza¢ao
da ovulacao favorece o crescimento do foliculo dominante e ovulatorio, € a ovulacao de
foliculos ovulatdrios de maior didmetro resultam em altas taxas de prenhez (DIAS et al.,
2009; PERES et al., 2009; DARDAVAL et al., 2013).

O rebanho bovino leiteiro nacional ¢, composto por 6% de vacas de ragas
especializadas, que produzem em média, 4.500kg de leite/lactacdo, 74% de vacas
mesticas com producdo média de 1.100kg/lactacdio e 20% de vacas sem qualquer
especializacdo, com produc¢do média de 600kg/lactagdo (VILELA, 2003). Em relagdo
aos requerimentos de P4 durante a sincronizagdo da ovulagdo para protocolos de IATF,
¢ de se esperar que vacas mesticas de média produgao leiteira criadas em condi¢des de
pastagens tropicais sejam fisiologicamente mais similares a vacas de corte do que a
vacas de leite de alta produ¢do (BINELLI et al., 2014; WILTBANK et al., 2014). No
entanto, ainda nao estdo elucidados os impactos da concentragdo circulante de P4
durante a sincronizagdo da ovulagdo em vacas mestigas.

Algumas estratégias tém sido desenvolvidas para favorecer o desenvolvimento
folicular e luteal nos protocolos de sincronizagio (SA FILHO et al., 2010b;
TORTORELLA et al., 2013). Estudos demonstraram o efeito positivo da eCG em
estimular o crescimento folicular e aumentar a taxa de ovulagdo, promovendo melhores
taxas de concepgdo nos protocolos de IATF (RENSIS e LOPEZ-GATIUS, 2014;
SALES et al., 2016). A eCG ¢ uma glicoproteina de meia vida longa, produzida nos
calices endometriais da égua prenhe e que se liga aos receptores de FSH e LH dos
foliculos e aos receptores de LH do corpo liteo (MURPHY e MARTINUK, 1991;
MURPHY, 2012). Alguns estudos indicam que o impacto positivo da eCG sobre as
taxas de concepgdo deve-se a eficiéncia deste hormonio em promover um aumento na
capacidade esteroidogénica do corpo Iluteo (RIGOGLIO et al, 2013) e induzir
alteragdes em nivel tecidual, celular e molecular que se relacionam com a elevagdo da

capacidade funcional e sintese de P4 por esta estrutura (FATIMA et al., 2012).



Até pouco tempo, a funcionalidade do foliculo e do CL eram medidas apenas
pela dosagem sérica ou plasmatica de esterdides (BICALHO et al., 2008; SIQUEIRA et
al., 2012). Com a aplicagdo recente da ultrassonografia Doppler colorido, foi possivel
um melhor entendimento da fisiologia ovariana e avaliagdo da fungdo vascular do
foliculo e do CL, possibilitando verificar que o fluxo sanguineo estd diretamente
associado com o potencial dessas estruturas em produzir hormonios esteroides
(ACOSTA et al., 2003; MATSUI e MIYAMOTO, 2009). A presenca de um grande
foliculo e subsequentemente um corpo luteo funcional, produzindo quantidades
adequadas de estradiol e P4, respectivamente, ¢ condi¢do imprescindivel para o
estabelecimento e manutencao da gestacio (MANN e LAMMING, 2001). Honmens et
al. (2009) descreveram que a administracdo da eCG eleva o fluxo sanguineo luteal em
funcdo da ativagdo da angiogénese e de moléculas vasodilatadoras em resposta a esta
gonadotrofina. Neste contexto, o tratamento com eCG pode melhorar a fun¢do folicular
e luteal de fémeas bovinas submetidas a IATF e desafiadas a um ambiente hormonal
com altas concentragdes circulantes de P4 pré-ovulatorias. No entanto, os resultados da
aplicagdo da eCG em protocolo de IATF para vacas mesticas com diferentes

concentragdes circulantes de P4 ainda sdo escassos.

OBJETIVOS

Objetivou-se com o presente trabalho avaliar:

e O efeito do tratamento com eCG sobre a dinamica e vasculariza¢do folicular de
vacas mesticas com diferentes concentragdes circulantes de P4 durante a

sincronizagao da ovula¢ao em protocolos de IATF;

e A influéncia do tratamento com eCG sobre as caracteristicas morfologicas e
funcionais do corpo liteo de vacas mesticas com diferentes concentragdes

circulantes de P4 durante a sincronizagao da ovulagdo em protocolos de IATF.



HIPOTESES

Ao realizar este trabalho hipotetisou-se que:

e Animais com altas concentra¢des de P4, no inicio do protocolo de sincronizagao
e no momento da induc¢do da ovulagdo, apresentam um comprometimento no

diametro e na vascularizagao folicular e luteinica;

e Animais com altas concentragdes de P4, no inicio do protocolo de sincronizagao
e no momento da inducdo da ovulagdo em um protocolo de IATF, apresentam

atraso no momento da ovulacao;

e O tratamento com eCG ¢ capaz de compensar os efeitos negativos das altas
concentragdes circulantes de P4 sobre o diametro e funcao folicular e luteinica, e

o momento da ovulagdo em protocolos de IATF.

REVISAO DE LITERATURA

Dinamica Folicular

O processo continuo de crescimento e regressdo dos foliculos ovarianos durante
o ciclo estral culminando com o desenvolvimento de um tnico foliculo pré-ovulatério €
conhecido como dinamica folicular (LUCY et al., 1992). O desenvolvimento folicular
pode ser dividido em duas grandes fases: pré-antral e antral. A formagdo dos foliculos
ovarianos ocorre ainda na vida embriondria da fémea, ao redor de 130 dias de gestag¢do
em bovinos. Os foliculos continuam seu desenvolvimento e sdo denominados de
foliculos primordiais, que se caracterizam por conter um 6ocito imaturo circundado por
uma unica camada de células da granulosa achatadas (WEBB et al., 2004).

O processo de desenvolvimento folicular inicia-se com a ativacdo dos foliculos
primordiais, esta fase ¢ denominada de fase pré-antral. Essa ativacdo ocorre pelo

aumento progressivo do diametro do odcito e com proliferacdo e diferenciacdo das



células da granulosa que de achatadas tornam-se cuboides tendo-se inicio a formagao da
zona pelucida e das células da teca interna com consequente evolucdo para estagio de
foliculo primério (BINELLI, PORTELA ¢ MURPHY, 2009). A partir deste momento,
estas células se multiplicam ocorrendo um nimero maior de camadas da célula da
granulosa, apresentando em torno de 2 a 3 camadas, associado ao término da formagao
da zona peltcida e da camada de células da teca interna rodeando o oocito e o foliculo
passa a ser denominado de secunddrio (FORTUNE, 2003). Entdo, cavidades
intracelulares desenvolvem-se e ficam repletos de fluido, formando assim, o antro
folicular, e inicia-se a formacdo de uma nova camada de células da teca, constituindo o
estagio de foliculo terciario (BRAGANCA, 2007). A formac¢ao do antro folicular, uma
cavidade central preenchida por fluido folicular e o desenvolvimento do foliculo
ocorrem com uma intensa proliferacdo das células da granulosa e da teca caracterizando
o inicio da fase antral (FAIR, 2003).

Assim, Binelli, Portela e Murphy (2009) afirmaram que a ativacdo dos foliculos
primordiais ocorre de forma continua ainda durante a vida fetal da fémea e os
mecanismos que controlam a ativagao permanecem pouco compreendidos. Porém, esses
mesmos autores citam que mecanismos paracrinos € autocrinos controlam essa ativacao.
Segundo Webb et al. (2004), durante o desenvolvimento inicial, os foliculos primordiais
crescem sob a influéncia de fatores de crescimento, como as ativinas, inibinas, os
membros da familia dos fatores de crescimento trasformantes-B (TGFf), o fator de
crescimento semelhante a insulina (IGF-1), o fator de crescimento fibroblastico (FGF),
a proteina morfogenética 6ssea (BPM), dentre outros, que sdo secretados pelas células
que circundam o odcito.

O desenvolvimento folicular durante a fase antral ¢ controlado por acdes
coordenadas por fatores endocrinos (gonadotrofinas e esteroides) e locais (IGF-1,
inibina, ativina, folistatina). O hormoénio foliculo estimulante (FSH) e o hormonio
luteinizante (LH) sdo as principais gonadotrofinas hipofisarias envolvidas no
crescimento folicular (XU et al, 1995). Uma melhor compreensdo da fisiologia
reprodutiva dos bovinos, principalmente relacionada a fungdo ovariana, foi possivel a
partir do advento da ultrassonografia que permitiu caracterizar o desenvolvimento
folicular antral pela ocorréncia de um padrdo em ondas (PIERSON e GINTHER, 1984;
SIROIS e FORTUNE, 1988; ADAMS et al., 1992). A partir do uso desta tecnologia foi
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possivel observar que o crescimento folicular antral é caracterizado pela presenga de
uma, duas, trés e até quatro ondas de desenvolvimento por ciclo estral (SAVIO et al.,
1988; GINTHER, KNOPF e KASTELIC, 1989). Esses autores relataram ainda o
predominio do padrao de duas a trés ondas de desenvolvimento folicular em animais
Bos taurus taurus. Borges et al. (2001), observaram que em novilhas mesticas ha uma
predominancia de trés ondas de desenvolvimento folicular. Figueiredo et al. (1997)
verificaram que vacas Bos taurus indicus apresentam um padrao de 2 a 4 ondas de
desenvolvimento folicular.

O crescimento folicular antral é caracterizado por cinco fases: recrutamento,
selecdo, desvio, dominancia e atresia folicular, sendo cada uma delas controlada por
mecanismos especificos (SAVIO et al., 1988; LUCY et al., 1992; SENGER, 2003). O
recrutamento da onda folicular ¢ um processo em que ocorre rapido crescimento de um
grupo de pequenos foliculos, cerca de 23 a 25, medindo entre 3 a 4mm de didmetro e
que ¢ precedida pelo aumento nas concentracdes plasmatica de FSH (ADAMS et al.,
1992; ADAMS e PIERSON, 1995). No entanto, existe uma diferenca entre o nimero da
populagdo folicular antral entre os diferentes grupos genéticos, estudos demonstram
maior numero de foliculos na emergéncia da onda folicular em Bos taurus indicus em
comparagdo com animais Bos taurus taurus (WEBB et al. 2016). Bastos et al. (2010)
detectaram diferencgas significativas no nimero de foliculos antrais entre vacas Nelore e
Holstein, sendo o numero de foliculos presentes no ovario no momento da emergéncia
da onda folicular foi em média de 42,7+5,9 para as vacas Nelore (intervalo de 25 a 100)
e 19,743,2 para Holstein (intervalo de 5 a 40).

Resultados para a média da populagdo folicular antral foram descritas por
Carvalho et al. (2008) em que verificaram que o nimero de foliculos recrutados em
novilhas Bos taurus taurus foi em média de 33,4+3,2 e para novilhas Bos taurus indicus
foram recrutados 25,4+2,5 foliculos por onda de desenvolvimento folicular. Diferengas
também entre os grupos genéticos foram verificadas por Sartori et al. (2016) em
novilhas Nelore que apresentaram média para populagdo folicular antral de 29,7+3,1
foliculos na emergéncia da onda, enquanto as novilhas holandesas tiveram 15,0+2,8
foliculos. As diferengas significativas na populagdo de foliculos ovarianos entre as ragas

Bos taurus indicus e Bos taurus taurus podem estar associadas a maiores concentragdes
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circulantes de insulina, IGF-I e do hormdénio anti-mulleriano (AMH) em fémeas
zebuinas em comparagdo as taurinas.

De acordo com Fortune (1994), o recrutamento folicular ¢ um processo ciclico e
independente do estdgio do ciclo estral. Para Wiltbank, Gtimen e Sartori (2002), este
processo ocorre mesmo em periodos anovulatorios, como na fase pré-pubere, na
gestacdo e no anestro pds-parto. Além disso, raca, nutri¢do, pari¢do e lactagdo podem
influenciar o nimero de foliculos recrutados na emergéncia da onda folicular (PETER et
al., 2009).

Diversos estudos descreveram que a emergéncia da primeira onda folicular
ocorre no dia da ovulagdo, denominado DO e a emergéncia da segunda onda ocorre no
dia 10 para ciclos com duas ondas de desenvolvimento folicular, com duragao do
intervalo interovulatério (periodo entre duas ovulagdes) de 20 dias (SAVIO et al., 1988;
SIROIS ¢ FORTUNE, 1988; ADAMS et al., 2008). Ginther, Knopf e Kastelic (1989)
acompanharam a dinamica folicular de vacas com ciclos com trés ondas de
desenvolvimento folicular e verificaram que a emergéncia das ondas ocorre nos dias
zero, nove € 16 do ciclo estral com média do intervalo interovulatério de 23 dias. De
forma geral o intervalo médio interovulatorio, tanto para os bovinos Bos taurus taurus
quanto Bos taurus indicus ocorre em média 21 dias (SARTORI et al., 2001; 2016). Bo,
Baruselli e Martinez (2003) estudaram o padrio de desenvolvimento folicular e
observaram intervalo interovulatério de 21,9+0.5 para Bos taurus indicus ¢ de 22,2+0.5
para Bos taurus taurus.

Segundo Lucy et al. (1992), apos a emergéncia, os foliculos continuam a crescer
por cerca de dois a trés dias. A selecdo folicular determina aumento no nivel de estradiol
no foliculo dominante em consequéncia a maior expressao da enzima aromatase nas
células da granulosa deste foliculo. ADAMS et al. (2008) relataram que este mecanismo
¢ extremamente complexo e ndo se encontra totalmente elucidado, mas sabe-se que
envolve a participacdo de hormdnios gonadotroficos e gonadais, assim como, a a¢do de
inimeros fatores de crescimento.

Apos a selecdo o foliculo continua seu crescimento e torna-se o foliculo
dominante, que consegue continuar a se desenvolver em um ambiente com baixos niveis
de FSH enquanto os demais foliculos subordinados tornam-se atrésicos e sofrem

regressdo, sendo este processo denominado de divergéncia ou desvio folicular
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(GINTHER et al. 1996). Gimenes et al. (2005), ao trabalharem com novilhas Nelore
observaram que o momento do desvio folicular ocorreu 2,5 dias ap6s a ovulagdo.
Resultados semelhantes foram encontrados por Sartorelli et al. (2005), quando
estudaram a influéncia da categoria animal sobre a dindmica folicular de fémeas Bos
taurus indicus e concluiram que em novilhas o desvio folicular ocorreu em média 2,8
dias apds a ovulagdo e em vacas o desvio folicular surgiu 2,4 dias apds a ovulagdo. Em
vacas Bos taurus taurus, Ginther et al. (1996) observaram que o desvio folicular ocorreu
2,8 dias posteriormente a ovulagao.

A divergéncia folicular estd associada a eventos enddcrinos e celulares, como o
decréscimo dos niveis de FSH, aumento das concentragdes circulantes de 173-Estradiol
e IGF-1, além do aumento na expressao de receptores de LH (SARTORI et al., 2001).
No entanto, o mecanismo que rege a selecdo folicular ¢ complexo e ndo estd
completamente elucidado, porém sabe-se que varios fatores de crescimento estdo
envolvidos neste contexto e ndo apenas as gonadotrofinas (SARTORI e BARROS,
2011). O aumento nas concentragdes de estradiol coincide com o comec¢o do desvio
folicular. De acordo com Ginther et al. (2001), o estradiol promove nas células da
granulosa um aumento da atividade da enzima 450 aromatase, elevagao de receptores de
LH e consequente troca de dependéncia do FSH para o LH.

Sartori et al. (2001) verificaram que apenas apos a selecdo, os foliculos
apresentam responsividade a aplicacdo exdgena de LH, demonstrando que a mudanca
na dependéncia de gonadotrofinas ¢ essencial para a continuidade do crescimento
folicular e aquisi¢do de capacidade ovulatéria. Estes autores descrevem que no
momento do desvio folicular as fémeas taurinas leiteiras apresentam foliculo dominante
com didmetro de 8,5 ¢ 9,Ilmm. Em um estudo posterior Sartori et al. (2016) relataram
que o desvio folicular ocorre quando os foliculos atingem diametro entre 7,0 a 7,4mm
em vacas Nelore. Gimenes et al. (2005) verificaram que no momento do desvio folicular
em novilhas Nelore, o diametro do foliculo dominante alcangou 6,2+0.2mm e o
diametro do foliculo subordinado foi de 5,8+0,2mm. Esses dados foram semelhantes aos
encontrados por Sartorelli et al. (2005) que avaliaram o momento do desvio folicular em
fémeas Bos taurus indicus e observaram que o foliculo dominante alcangou em novilhas

diametro de 5,7mm e em vacas atingiu didmetro de 6,1mm.
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A dominancia folicular ¢ estabelecida quando o foliculo selecionado para ser o
foliculo dominante inibe o crescimento dos demais foliculos e o recrutamento de uma
nova onda folicular (LUCY et al, 1992; ADAMS et al.,, 2008). Em espécies
monovulatérias, apenas um foliculo ¢ selecionado para continuar o crescimento
(foliculo dominante) enquanto que os outros foliculos se tornam atrésicos e regridem
(foliculos subordinados) (GINTHER et al., 1996).

Neste contexto, o foliculo dominante distingue-se dos subordinados, pelo seu
crescimento e tamanho como também pela sua grande capacidade de produzir estradiol
e pelo aumento na concentragdo intrafolicular do IGF-I (MORAES et al., 2008). A
medida que o foliculo cresce ha um aumento da expressao de receptores para o LH nas
células da teca e a aquisicdo destes receptores nas células da granulosa, permitindo
assim, que ocorra crescimento folicular mesmo na presenga de baixas concentragdes de
FSH. A aquisicdo desses receptores nas células da granulosa parece ser fundamental
para o estabelecimento e manuten¢do da dominancia folicular (XU et al., 1995). De
acordo com Fortune (1994) o aumento da produgdo de estrogeno e inibina pelo foliculo
dominante promove por mecanismo de feedback negativo na hipdfise anterior a redugdo
das concentracdes plasmaticas de FSH e o bloqueio no crescimento dos foliculos
subordinados, determinando a atresia dos mesmos ¢ o surgimento de uma nova onda de
crescimento folicular.

Durante a dominéncia o foliculo atinge altos indices de crescimento e alcanca
seu didmetro méximo sendo denominado de foliculo ovulatério (GINTHER et al.,
1996). Segundo Ginther, Knopf e Kastelic (1989), os didmetros maximos alcangados
pelo foliculo dominante em vacas Bos taurus taurus com duas ondas de
desenvolvimento folicular foram de 17,1+0,5 e 16,1+0,4mm, respectivamente. Esses
autores relataram também que para ciclos com trés ondas de desenvolvimento folicular
os diametros maximos alcangados pelo foliculo dominante foram de 16,0+0,4; 12,9+0,7
e 13,9+0,4mm. Em um estudo de revisdo de literatura realizado por Sartori et al. (2016)
sobre as diferencas fisiologicas entre Bos taurus taurus e Bos taurus indicus, os mesmos
verificaram valores maximo para o didmetro do foliculo ovulatério em vacas
Holandesas entre 13,0+0,4 e 15,4+04mm e em vacas Nelore entre 11,8+0,4 e

13,94+0,4mm. Resultados semelhantes foram observados por Ribeiro Filho et al. (2013)
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em vacas Nelore submetidas a um protocolo de IATF em que o didmetro méaximo
alcancado foi de 13,33+2,40mm.

Dias et al. (2009), os quais estudaram a dinamica folicular em novilhas Nelore
submetidas a um protocolo de sincronizagdo e verificaram didmetro do foliculo
ovulatério alcangado para novilhas de 10,5+2,2mm. De forma semelhante Carvalho et
al. (2008) veificaram que o didmetro do foliculo ovulatério em novilhas Bos taurus
indicus foi de 11,00+0,8mm e para Bos taurus taurus foi de 12,2+0,5mm. Borges et al.
(2001) trabalharam com novilhas mesticas Bos taurus taurus X Bos taurus indicus e
observaram que o foliculo ovulatério atingiu em média diametro de 13,3+1,4mm para
duas ondas de desenvolvimento folicular e 11,8t1,3mm para trés ondas de
desenvolvimento folicular.

Em relacao a taxa de crescimento folicular, Carvalho et al. (2008) evidenciaram
que animais zebuinos apresentam indices de crescimento folicular de 0,9mm/dia,
significativamente inferior aqueles apresentados por animais Bos faurus taurus e seus
mesticos que foram de 1,1 e 1,2mm/dia, respectivamente. Em concordancia a estes
achados Gimenes et al. (2008) observaram taxas de crescimento folicular em vacas
Nelore entre 0,8 a 1,2 mm/dia. J& Sartori et al. (2001) em vacas Holandesas, verificaram
taxa de crescimento folicular de 1,2 a 1,6mm/dia.

Segundo Adams et al. (1992), ap6s estabelecida a dominancia, se os niveis de P4
estiverem altos, inibindo a pulsatilidade do LH, o foliculo dominante ndo ird ovular
sofrendo regressdo e atresia, iniciando assim uma nova onda de crescimento folicular.
Entretanto, quando os niveis de P4 estdo baixos pela regressao luteal, hd& um aumento na
frequéncia de pulsos de LH, neste momento o foliculo dominante comega a fase de
crescimento pré-ovulatorio, resultando no aumento da capacidade de aromatizagao das
células da granulosa e subsequente producdo de maiores quantidades de estrogeno
(FORTUNE, 1994). O papel do LH no foliculo antral envolve a estimulacdo da
formagao de androgénos pelas células da teca e conversao de andrégenos em estrégeno
pelas células da granulosa. O LH ¢ responsavel pelo retorno da meiose no odcito,
ativacdo de enzimas para a ruptura do foliculo e estimulagdo da esteroidogénese
(WEBB et al., 2007).

Durante toda a foliculogénese os capilares ndo penetram a membrana basal do

foliculo permanecendo restrito apenas a camada das células da teca. Enquanto, que a
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camada de células da granulosa permanece avascular e recebe os nutrientes, oxigénio e
fatores de crescimento por meio de difusdo passiva (HAZZARD e STOUFFER, 2000).
O desenvolvimento folicular exige a formacdo de um plexo vascular ao redor de cada
foliculo em crescimento que ¢ composto por arteriolas e vénulas que se formam na
camada de células da teca (ROBISSON et al., 2009). Durante o desenvolvimento do
foliculo ovariano forma-se uma complexa rede vascular na camada de células da teca e
esta ¢ responsavel pelo fornecimento de nutrientes, hormonios e oxigénio para sustentar
o crescimento folicular e a esteroidogénese (ACOSTA et al., 2003).

A angiogénese durante o crescimento folicular ¢ regulada por inimeros fatores
sintetizados e secretados pelas células da granulosa e células da teca. Os principais
fatores angiogénicos envolvidos na regula¢do da formacao do plexo vascular folicular
sdo o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), o fator de crescimento de
fibroblasto (FGF) e o fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) que
estimulam a proliferagdo e migragao endotelial (FERRARA et al., 1998; ROBINSON et
al., 2009). A vascularizagdo do foliculo ¢ fundamental para a manutengao do
crescimento folicular e estd positivamente associada as concentragdes de estradiol no
fluido folicular, o aumento do fluxo sanguineo no foliculo pré-ovulatério promove uma
elevagdo no aporte de gonadotrofinas necessarias para a ovulagdo (ACOSTA et al.,
2005).

Segundo Sartori e Barros (2011), proximo ao momento do estro, o foliculo pré-
ovulatério cresce atingindo seu maior tamanho e maxima produ¢do de estradiol. Desta
forma, o estradiol ¢ um importante regulador do eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal
e desempenha um papel fundamental no desencadeamento do comportamento de estro
(GALINA e ORIHUELA, 2007). A elevagdo nas concentragdes de estradiol que ocorre
na maturagdo final do foliculo estimula o aumento na frequéncia dos pulsos de LH,
desencadeando o comportamento de estro, consequentemente induzindo o surgimento
do pico pré-ovulatorio de LH e a ovulagdo do foliculo cerca de 24 a 32h depois
(GINTHER et al., 2001). A ovulagdo ¢ o resultado de uma interagdo dinamica entre o
pico de LH e determinados fatores locais incluindo os esteroides, as prostaglandinas,
peptideos vasoativos e fatores de crescimento (FORTUNE 1994; BERISHA e
SCHAMS, 2005). O pico de LH ¢ responsavel pelo processo de mudangas estruturais e

bioquimicas que levam a ruptura do foliculo ovulatério e a ovulagao (SENGER, 2003).
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Luteogénese

A presenca de um foliculo pré-ovulatéorio no ovario determina um cenario
hormonal com altas concentragdes plasmaticas de estradiol, sendo uma condi¢ao
determinante para a ocorréncia de um pico pré-ovulatério de LH e culminando com a
ovulacdo (BERTAN et al., 2006). A ovulacao caracteriza-se pela ruptura da membrana
do foliculo ovulatério, resultando na liberagao do oocito e consequente formagao do CL.
Logo em seguida a ovulacdo, a parede do foliculo ovulado ¢ colapsada e a cavidade
invadida por linfa e sangue provenientes dos capilares presentes em grande quantidade
no foliculo ovulatdrio, células da teca e da granulosa invadem a cavidade folicular,
fibroblastos, células musculares lisas e células do sistema imune (REYNOLDS,
KILLIEA e REDMER et al., 1992; WEBB et al., 2002). Esta estrutura formada logo
apods a ovulagdo ¢ chamada de corpo hemorragico (SENGER, 2003).

A luteogénese consiste no processo de formagdo do CL e tem seu inicio logo
apods o processo de ovulacdo (SMITH, MCINTUSHI e SMITH, 1994). Uma série de
mudangas morfologicas, endocrinas e bioquimicas nas células da teca interna e da
granulosa do foliculo pré-ovulatorio ocorrem até que se transforme em corpo luteo
funcional capaz de produzir grandes quantidades de P4 e este processo ¢ conhecido
como luteinizagdo (NISWENDER et al., 1994; MILVAE, HINCKLEY ¢ CARISON,
1996; BERISHA ¢ SCHAMS, 2005).

O corpo luteo caracteriza-se por uma estrutura endocrina transitoria cuja a
funcdo primadria consiste na sintese e liberagdo da P4, essencial para o estabelecimento e
manuten¢do da gestagdo (SMITH et al., 1994; WEBB et al., 2002). Esta estrutura
desenvolve-se 2 a 3 dias ap6s a ovulagdo e este processo ¢ acompanhado de uma intensa
angiogénese, sendo responsavel pelo estabelecimento de uma rede de suprimento
sanguineo para o CL (REYNOLDS ¢ REDMER, 1998; NISWENDER et al., 2000), e
um aumento da producao de P4 (FRASER e LUNN, 2001). O desenvolvimento do CL ¢
um processo complexo, caracterizado por um intenso crescimento tecidual e
proliferagdo celular semelhante a formacdo de um tumor (SENGER, 2003),
caracterizado por migracdes celulares para o interior do foliculo, intensa proliferagdo e
diferenciagdo celular, neovasculariza¢ao e remodelamento tecidual (SMITH et al., 1994;

NISWENDER et al., 2002; ACOSTA ¢ MIYAMOTO, 2004). A luteinizagao implica
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em significativa hiperplasia das células tecais, hipertrofia das células da granulosa e
ainda proliferacdo de células fibroblasticas (NISWENDER et al., 1994).

Esta estrutura ¢ composta por dois tipos de células esteroidogénicas (células
luteais pequenas e grandes) que apresentam caracteristicas morfologicas e funcionais
distintas (O'SHEA et al., 1987; MILVAE, HINCKLEY ¢ CARLSON, 1996). As células
luteais pequenas sdo caracterizadas por medirem menos que 20pm, originam-se das
células da teca do foliculo ovulatério e respondem ao LH com aumento na secrecdo de
P4, via ativagdo da proteina kinase A (PKA) (STOCCO et al., 2007). As células luteais
grandes sdo células que apresentam entre 20 a 30um, sdo originarias das células da
granulosa do foliculo ovulatorio, contém receptores para PGF2a e, aparentemente,
fazem a mediacdo das agdes luteoliticas deste hormonio, além de serem responsaveis
por aproximadamente 80% da produ¢do de P4 secretada (FIELDS e FIELDS, 1996).

O corpo luteo possui ainda células denominadas nao-esteroidogénicas que
possuem um papel importante na formagdo, desenvolvimento e regressdo luteal
(NISWENDER et al., 1994). Estas células constituem 20% do volume do CL e sdo
compostas por células endoteliais, macréfagos, células de tecido muscular liso,
fibroblastos e células do sistema imune (NISWENDER et al., 2002). Estes tipos
celulares interagem para promover o crescimento de novos vasos sanguineos € o
estabelecimento do suprimento de sangue necessario a manutengdo do CL (SCHAMS e
BERISHA, 2004). As células do CL sofrem diferenciacdo continua e ocorre
modificacdo na proporcdo das células luteais grandes e pequenas (HANSEL et al.,
1987). As células luteinicas pequenas podem se transformar em células grandes nos
estagios avancados do desenvolvimento do CL (O'SHEA et al., 1987). Além disso,
ocorre uma grande divisdo das células pequenas enquanto que o numero das células
luteais grandes permanece constante (PARKINSON et al., 1994

O corpo luteo ¢ constituido por uma condensada rede vascular sanguinea
incluindo vasos sanguineos, microcapilares e grande quantidade de células endoteliais
vasculares e a maioria das células esteroidogénicas estdo adjacentes a um ou mais
capilares (FARIN, MOELLER e SAWYER, 1986; REYNOLDS, KILLILEA E
REDMER, 1992). O desenvolvimento da capacidade do corpo liteo de produzir P4 ¢
dependente da angiogénese que ocorre durante os primeiros dias apos a ovulagdo

(REYNOLDS, GRAZUL-BLISKA e REDMER, 2000). O CL torna-se uma das
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estruturas mais vascularizadas e recebe elevado fluxo sanguineo por unidade de tecido
do corpo (MYAMOTO et al., 2005).

Na angiogénese ocorre a formagdo de novos vasos sanguineos a partir de vasos
sanguineos ja existentes em um processo que envolve a migracdo e proliferacdo de
células endoteliais de vasos pré-existentes, sendo este evento essencial para a formagao
e funcdo do CL, sendo dependente de um complexo equilibrio entre fatores
estimuladores e inibidores (REYNOLDS, GRAZUL-BLISKA e REDMER, 2000;
BERISHA; SCHAMS, 2005). A regulacdo da angiogénese ¢ complexa e envolve a
influéncia de diversos fatores angiogénicos como o fator de crescimento vascular
endotelial (VEGF), o fator de crescimento dos fibroblastos (FGF) e angiopoetina-1 e 2
(ANPT-1 e ANPT-2), e também fatores vasoativos como prostaglandinas (PGF2a),
endotelina-1 (EDN1) e 6xido nitrico (NO) (NISWENDER, 2002; WEBB et al., 2002).
Estes fatores agem diretamente na regulacdo da secre¢do de P4 ou de forma indireta na
regulacdo do fluxo sanguineo para o CL (MIYAMOTO, SHIRASUNA ¢ SAAHARA,
2009).

Dentre os fatores angiogénicos descritos em ruminantes, o principal fator ¢ o
VEGF produzido pelas células endoteliais do CL (FERRARA et al., 1997). Este fator é
encontrado predominantemente nas células luteinicas e os seus receptores (VEGF-1 e
VEGF-2) nas células endoteliais que agem na formacdao de novos vasos sanguineos
(REDMER e REYNOLDS, 1996, SCHAMS ¢ BERISHA, 2004). A concentracao deste
fator de crescimento ¢ significativamente alta durante a fase lutea inicial, decrescendo
durante as fases média e final do desenvolvimento do CL (BERISHA e SCHAMS,
2005).

O fator de crescimento do fibroblasto (FGF) participa do crescimento,
transformagao e diferenciacdo celular (REYNOLDS, GRAZUL-BLISKA ¢ REDMER,
2000). De acordo com Webb, Woad e Armstrong (2002), o FGF estd envolvido na
participagdo dos mecanismos na producdo de P4. Dentre varios FGF encontrados em
bovinos, o fator de crescimento dos fibroblastos-2 (FGF-2) é o mais envolvido com a
funcdo luteinica, sua expressdo ocorre em maiores quantidades na fase de
desenvolvimento do CL ¢ em menores quantidades na fase média, no entanto, na fase de
regressdo luteinica observa-se o retorno da expressdo deste fator em quantidades

semelhantes a inicial (BERISHA e SCHAMS, 2005). Estes dois fatores, VEGF e FGF
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estimulam a angiogénese ¢ a secre¢do de P4 durante a fase inicial do CL e apresentam
um importante papel na regulagdo do desenvolvimento do mesmo.

Outros fatores estdo envolvidos na regulagdo da Iluteogénese, como as
angiopoetina (ANPT 1 e 2) que regulam uma variedade de processos bioldgicos como
tonus vascular, angiogénese e crescimento celular e também estdo envolvidas no
desenvolvimento do CL (MIYAMOTO, SHIRASUNA e SASAHARA, 2009). A
ANPT-1 ¢ necessdria para manutengao e estabilizacdo dos vasos sanguineos, enquanto a
ANPT-2 age como um antagonista para a ANPT-1, desestabilizando os vasos
sanguineos levando as células endoteliais a sofrer ativa remodelagdo (SCHAMS e
BERISHA, 2004).

O surgimento de novos capilares sanguineos para apoiar o desenvolvimento das
células luteais parece ser localmente potencializado pela angiotensina II (Ang II) e por
fatores de crescimento que induzem a angiogénese ¢ o suporte da sintese de P4 nas
células luteais (KOBAYASHI et al., 2001). A endotelina-1 ¢ o mais potente
vasoconstritor produzido pelas células endoteliais e possui a fungdo de estimular o
VEGF e o FGF-2. O 6xido nitrico (NO) ¢ um fator vasodilatador e apresenta um papel
no controle da fisiologia do ovario, sendo um mediador derivado de células endoteliais
e tem como fungdo estimular a produ¢do de VEGF e a angiogénese. O NO esta
localizado nas células da teca e estdo presentes em altas concentracdes durante a fase
luteal inicial de desenvolvimento do CL (REDMER ¢ REYNOLDS, 1996; ROBINSON
et al., 2009).

O CL quando se torna maduro entra em um periodo estacionario de
desenvolvimento que se inicia quando a massa luteal alcanca seu didmetro maximo e
caracterizada-se pela manutencao das dimensdes luteais e pela elevada da secrecao de
P4 durante o diestro (VIANA et al., 2000; COUTINHO et al., 2007). Sartori et al (2016)
estudaram a dindmica folicular e luteal em fémeas Bos taurus indicus e Bos taurus
taurus ¢ verificaram diferenga para o didmetro e volume do CL entre os dois grupos
genéticos, as vacas Bos taurus taurus apresentam maior didmetro e volume do CL (20 a
30mm; 4,0 a 14,0cm’) quando comparada com animais Bos taurus indicus (17 a 21mm;
2,5 a 5,0cm’). Carvalho et al. (2008) também estudaram a dinimica folicular e

observaram diferenca significativa para o didmetro do CL no dia 22 do protocolo de
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sincronizagdo entre as novilhasBos taurus indicus (15,3£0,8mm), Bos taurus taurus
(17,72£0,6mm) e seus mesticos (18,4x1,0mm).

O corpo luteo pode ser formado como uma estrutura compacta ou cavitaria, com
a presenga de uma cavidade repleta de fluido (KASTELIC et al., 1990). Peres ¢ Marin
(2009) observaram a incidéncia de corpos luteus cavitarios em 42,9 a 57,1% das vacas
holandesas durante a fase de diestro do ciclo estral e a presenca de uma cavidade luteal
ndo alterou a poducdo de P4 do CL. De acordo com Pierson e Ginther (1988), a
cavidade luteal ndo interfere na fisologia luteal, na duracdo do ciclo estral ou no
estabelecimento da gestacdo. Contudo, Herzog et al. (2010) estudaram as alteragdes no
fluxo sanguineo do CL por meio da ultrassonografia Doppler durante o ciclo estral de
bovinos e verificaram que as concentragdes de P4 foram mais elevadas em animais que
tinham CL cavitarios (4,5+0,3ng/mL) do que em animais que apresentavam CL sem
cavidade (2,94+0,3ng/mL). De acordo com Rizzo et al. (2016) a cavidade luteal é um
remanescente do antrum folicular e por este motivo o fluido da cavidade luteal pode

apresentar composicao similar ao fluido folicular.

Funcao luteal

Apoés a ovulagdo as células remanescentes da teca e da granulosa do foliculo
ovulatério, que sintetizavam estradiol, s3o reorganizadas para formarem o CL e
sintetizarem P4 (BERTAN et al., 2006). Essa reorganizacao acontece com a diminui¢do
na expressdo das enzimas responsaveis pela biossintese de estradiol em 17p-Estradiol
(P450 170-hidroxilase e P450 aromatase) e pelo aumento na expressao das enzimas
necessarias para a conversao do colesterol em P4 (complexo enzimatico citocromo P450
- P450scc e a 3 hidroxiesteroide desidrogenase - 33-HSD) (SMITH, MCINTUSHI e
SMITH, 1994). Além disso, ocorre um aumento das proteinas transportadoras de
colesterol para o interior da membrana mitocondrial (STOCCO, TELLERIA e GIBORI,
2007). O substrato para a producdo de P4 pelo CL € o colesterol e este é sintetizado
principalmente no figado e transportado na forma de lipoproteinas para todos os tecidos
esteroidogénicos, como o cortex da adrenal, foliculos ovarianos € o corpo luteo

(SALLES ¢ ARAUJO, 2010). As lipoproteinas de alta densidade (HDL) e baixa
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densidade (LDL) sdo as fontes mais comuns de colesterol disponiveis para a sintese de
P4 pelo CL (NISWENDER et al., 2002).

A sintese dos esteroides ¢ dependente do transporte do colesterol para dentro da
membrana da mitocondria e este processo ocorre de duas formas: uma forma pode ser
pelo processo de captura do LDL pelas células luteias chamado de endocitose, onde esse
¢ englobado pela membrana formando uma estrutura denominada de endossomo, que se
localiza no citoplasma da célula e liga-se ao lisossomo e promove uma dissocia¢do do
LDL disponibilizando o colesterol a célula (NISWENDER et al., 2000). J&4 o HDL
encontra-se conjugado a proteinas plasmaticas, ¢ este complexo se liga a membrana
celular e promove o transporte do HDL para dentro da célula, sendo o colesterol
disponibilizado no citosol para ser utilizado na esteroidogénese. O transporte de
colesterol do citosol para a membrana mitocondrial interna ¢ o mecanismo chave para a
regulacdo da secre¢do de P4 (NISWENDER, 2002).

Outra via de disponibilidade do colesterol para a biossintese de P4 ¢ pela
conversdao de colesterol éster em colesterol e 4cidos graxos, por agdo da enzima
colesterol esterase. Este processo ocorre pela ligacdo do LH a receptores especificos nas
pequenas células luteais, sendo este hormonio o principal estimulador da produgdo de
P4 (NISWENDER et al.,, 1994). Quintal-Franco et al. (1999) evidenciaram que a
liberagdo de LH 48h antes do surgimento pré-ovulatério é importante para o
desenvolvimento do CL em vacas. O mecanismo pelo qual o LH induz a secrecao de P4
envolve a formacao da monofosfato ciclico de adenosina (AMP ciclico), PKA e
subsequente aumento da producdao de P4. Esta ativacdo estimula a conversdo do
colesterol éster em colesterol e 4acidos graxos, evento que contribui para maior
disponibilidade do colesterol no citoplasma e transporte para a membrana mitocondrial
interna (NISWENDER, 2002).

Um importante hormonio relacionado em promover o desenvolvimento e fungdo
do CL ¢ o horménio do crescimento (GH) (QUINTAL-FRANCO et al., 1999). Os
receptores para o GH estdo presentes principalmente nas células luteais grandes, sendo
este hormodnio considerado um importante fator endocrino estimulador da secre¢ao de
P4 e de ocitocina pelo corpo luteo (SCHAMS e BERISHA, 2004). O GH estimula
proteinas quinase que aumentam a expressdo génica das proteinas de transporte do

colesterol para o interior da membrana mitocondrial, como a enzima citocromo
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P450scc. Além disso, o GH estimula indiretamente o aumento da expressao do IGF-1
no corpo lateo este processo estimula a secrecao da P4 (NISWENDER et al., 2000). O
IGF-1 apresenta concentracdo alta durante a fase luteal inicial mas diminui durante a
fase luteal mediana e tardia (FRASER e LUNN, 2001).

Desta forma, seguindo o processo de produgdo de P4, o colesterol precisa ser
transportado do citosol para a membrana mitocondrial por proteinas especificas, como a
proteina de regulacdo aguda da esteroidogénese (STAR), o receptor benzodiazepnico
tipo periférico (PBR) e a endozepina, uma ligante natural do PBR (NISWENDER,
2002). Dentre estas proteinas a STAR ¢ o principal elemento transportador de colesterol
e este transporte ¢ dependente da fosforilagdo desta proteina (SALLES ¢ ARAUJO,
2010) e possui dois sitios de fosforilagao, um fosforilado pela PKA e outro pela proteina
kinase C (PKC). A ativagdo da PKA ¢ estimulada pelo LH, o que promove aumento no
transporte de colesterol e na esteroidogénese, no entanto, a ativagdo da PKC apresenta
uma agdo contraria que resulta na reduc¢do do transporte de colesterol e diminui¢do da
secrecdo de P4. Esta proteina promove a ligacdo do colesterol no citoplasma e o
transporta para a membrana mitocondrial externa, realizando a transferéncia da
molécula de colesterol ao receptor PBR, que o transporta para a membrana mitocondrial
interna. A endozepina age mudando a conformagdo do PBR e capacitando-o para o
transporte do colesterol. Na membrana mitocondrial interna o colesterol interage com a
enzima citocromo P450scc transformando-o em pregnolona, esta ¢ transportada para o
reticulo endoplasmaéstico liso e por agdo da enzima 3B-HSD ¢ convertida em P4
(NISWENDER, 2002).

De acordo com Borges et al. (2003), a concentragdo plasmatica de P4 apresenta
variacao ciclica durante o ciclo estral e refletem a funcionalidade do CL entre a fase de
crescimento, manuten¢do e regressdo. Durante a fase de crescimento luteal, o CL
aumenta em tamanho e em capacidade de secretar progesterona, alcancando o seu
maximo didmetro no dia 10 do ciclo estral (NISWENDER et al., 2000). No entanto, a
maxima concentracdo de P4 foi detectada entre os dias 12 e 14 indicando que o
desenvolvimento morfologico do CL ocorre antes da sua maturagdo funcional
(SIQUEIRA et al., 2009; SOUZA et al., 2009). Hergoz et al. (2010) avaliaram a
dindmica e fun¢ao luteal por ultrassonografia transretal em vacas holandesas durante o

ciclo estral e também verificaram que a concentracao de P4 aumenta durante as fases de
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crescimento do CL, no dia 5 do ciclo estral apresentando concentracdo de 2,1+0,4ng/mL
e na fase estatica entre os dias 8 e 14 apresentando concentragdes de 4,2+0,4ng/mL e
7,3£0,9 ng/mL, respectivamente. Além disso, observaram que durante a fase de
crescimento houve um aumento no didmetro luteal de 2,1 a 4,50m2 e durante a fase
estatica o diametro do CL estabilizou-se em torno de 5,4cm’.

Mann (2009) estudaram a correlagao entre o tamanho do CL e a concentragao de
P4 durante a fase luteal em vacas holandesas e verificaram que entre os dias 5 e 8 ocorre
um aumento no tamanho do CL e nos dias 8 a 16 nao ocorre diferenca no tamanho do
CL, no entanto, as concentracdes de P4 continuam a aumentar em ambos os intervalos
do dia 5 (2,01£0,21ng/mL), dia 8 (5,82+0,39ng/mL) e dia 16 (7,36+0,30 ng/mL) do
ciclo estral. Resultados semelhantes foram confirmados por Keynon et al. (2012) que
estudaram a resposta ovariana de vacas holandesas durante o ciclo estral e encontraram
concentragdes de P4 para o dia 0, 7 ¢ 14 do ciclo estral de 0,6ng/mL, 2,4+0,2ng/mL e
5,3+0,2ng/mL, respectivamente. Carvalho et al. (2008) avaliaram a dinamica folicular e
luteal em diferentes grupos genéticos submetidos a um protocolo de sincronizagdo e
observaram concentragdes de P4 no dia 22 do ciclo estral em Bos indicus, Bos taurus €
Bos taurus indicus x Bos taurus taurus de 3,8%1,0ng/mL, 4,9%1,0ng/mL e
4,6%1,0ng/mL, respectivamente.

O desenvolvimento luteal e a capacidade do CL em produzir P4 ¢ acompanhado
por uma extensiva angiogénese (ACOSTA e MYAMOTO, 2004). O crescimento de
novos vasos ¢ essencial para a formagdo e funcionamento do CL pois permite que as
células produtoras deste hormdnio obtenham oxigénio, nutrientes e precursores
hormonais que sdo indispensaveis para a manuten¢do da secrecao de P4 (NISWENDER
et al., 1994; WEBB et al., 2002). A progesterona ¢ requerida para a manutengdo da
gestacdo e sua concentracdao durante a prenhez afeta o desenvovlvimento do embrido e a
sua sobrevivéncia (LONERGAN, O'HARA e FORDE, 2013), além de ser essencial
para o crescimento do concepto, implantacio e manutencdo da gestacdo, a P4
desempenha também um papel importante na regulacio das secre¢des endometriais que
estimulam ¢ direcionam as mudangas no desenvolvimento e na diferenciagdo do
concepto durante o inicio da gestacdo em ruminantes (WILTBANK et al., 2014). Além
disso, a P4 ¢ um hormonio chave para a gestagdo devido ao seu papel em ligar-se ao seu

receptor no epitélio uterino e no embrido, promovendo um aumento da capacidade das
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glandulas uterinas para secretar histotr6fos melhorando a nutricdo do embrido e permite
aumentar a producdo de interferon-tau (IFN-tau), que é o principal sinal liberado pelo
embrido para o reconhecimento materno da gestacio (MANN e LAMMING, 2001;
LONERGAN, 2011).

As concentragdes de P4 durante o diestro foram verificadas por Gomez-Seco et
al. (2017) observaram que em vacas holandesas gestante a concentragdo de P4 alcangou
valores de 9,8+1,2ng/mL e em vacas ndo gestantes de 6,2+0,7ng/mL no dia 14 do ciclo
estral. Além disso, os mesmos verificaram diferenca significativa nas concentragdes de
P4 no dia 22 para fémeas gestantes ¢ nao gestantes sendo de 8,2+1,Ing/mL e
3,2+0,8ng/mL, respectivamente. Em um estudo realizado por Rodrigues et al. (2016b)
sobre as caracteristicas morfofuncionais do CL de fémeas mestigas leiteiras avaliadas
por ultrassonografia Doppler verificaram que a concentragdo de P4 nas fémeas gestantes
foi de 11,04+4,32ng/mL significativamente superior aos animais ndo gestantes, os quais
apresentaram 5,19+5,70ng/mL. Aréas et al. (2012) ndo observaram diferenca
significativa para concentracdo de P4 ao longo do ciclo estral entre animais gestantes e
ndo gestantes no dia 12 (5,44+0,26 x 5,4510,34ng/mL) e dia 14 (6,7310,24 ¢
6,4910,35ng/mL), no entanto verificaram diferenca no dia 20 ap6s a IATF em animais

gestantes e ndo gestantes de 5,7710,28ng/mL e 2,48+0,42ng/mL, respectivamente.

Controle farmacoldgico do ciclo estral

O melhor entendimento da dindmica folicular ovariana permitiu o
desenvolvimento de diversos protocolos hormonais capazes de controlar induzir e/ou
sincronizar o estro ¢ a ovulagdo, possibilitando assim, a utilizacdo da IATF como
ferramenta de melhoramento genético, eficiéncia reprodutiva e produtividade dos
rebanhos bovinos (BARROS e ENERO, 2004). Segundo Ribeiro Filho (2001), os
protocolos de sincronizagdo para realizagdo da IATF apresentam como finalidade
proporcionar uma fase luteinica em todos os animais, ajustar a emergéncia de uma nova
onda de crescimento folicular, terminar a fase luteinica de forma sincronizada, e

sincronizar a ovulacao.
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Sincronizando a emergéncia da onda folicular

Os métodos empregados para a sincronizacdo da onda de desenvolvimento
folicular objetivam induzir a ovulacdo ou luteinizagdo do foliculo dominante com a
utilizagdo de farmacos como o hormdnio liberador de gonadotrofina (GnRH) e a
gonadotrofina coridnica humana (hCG) ou causar atresia dos foliculos presentes no
momento do tratamento por meio de associagdes de P4 e estrogenos (MACMILLAN e
THATCHER, 1991b; RAJAMAHENDRAN e SIANANGAMA, 1992; BO et al., 1994).
Segundo Buratini et al. (2000), a emergéncia da onda folicular também pode ser
induzida por processos mecanicos conseguidos pela remogdo do efeito do foliculo
dominante. Esses autores utilizaram a aspiragdo folicular guiada por ultrassonografia do
foliculo dominante como método de sincronizagdao da onda folicular, realizada cinco
dias ap6s a ovulacdo em novilhas Nelore e verificaram a emergéncia de uma nova onda
folicular 1,9+0,1 dias ap6s o tratamento. No entanto Bo, Baruselli ¢ Martinez (2003)
afirmaram que apesar deste método ser eficiente na sincronizacdo da emergéncia da
onda folicular ¢ de dificil aplicabilidade em rebanhos bovinos.

Diversas pesquisas foram conduzidas objetivando desenvolver protocolos que
empregassem GnRH e PGF2a na sincronizacdo da emergéncia folicular (PURSLEY,
MEE e WILTBANK, 1995; TWAGIRAMUNGU, GUILBAULT e DUFFOUR, 1995).
O primeiro protocolo que realmente possibilitou o uso da IATF e eliminou a
necessidade de detec¢do do estro com satisfatérias taxas de prenhez foi o protocolo
Ovsynch, que consiste na administracdo de GnRH seguido sete dias apos a aplicacao de
PGF2q, além disso uma segunda aplicacdo de GnRH ¢ realizada 48h apos ao tratamento
com PGF2a e 16h apos realiza-se a IA (PURSLEY, MEE e WILTBANK, 1995).
Twagiramungu, Guilbault e Dufour (1995) demonstraram que o GnRH induz o pico de
LH resultando na ovulagdo do foliculo dominante presente no momento do tratamento ¢
a emergéncia de uma nova onda em aproximadamente dois dias.

Pursley, Mee e Wiltbank (1995) utilizaram o protocolo Ovsynch para
sincroniza¢do da emergéncia da onda folicular em vacas leiteiras e observaram que o
intervalo entre a primeira aplicagdo do GnRH e a emergéncia da nova onda ocorreu em
média de 2,1+0,31 dias. Posteriormente, Barros et al. (2000) sincronizando vacas Bos

taurus indicus com diferentes protocolos verificaram que, quando utilizaram o



26

protocolo Ovsynch, a emergéncia da onda foi observada 1,79+0,34 dias apds a
aplicagdo do GnRH. Martinez et al. (1999) avaliaram a dinamica folicular em novilhas
tratadas com GnRH nos dias trés, seis e nove da primeira onda folicular, sendo o dia
zero (D0), o dia da ovulagao e observaram que o intervalo entre a administragao do
GnRH e a emergéncia de uma nova onda ocorreu em média 2,8+1,4, 2,1+0,6 ¢ 0,9+1,3
dias apdés o tratamento com GnRH nos dias trés, seis e nove ap6s a ovulagdo,
respectivamente. Contudo, a emergéncia somente foi induzida quando ocorreu ovulagdo
em resposta ao tratamento.

De acordo com Cavalieri et al. (2006), o estagio do desenvolvimento do foliculo
dominante ¢ um fator importante que afeta a probabilidade de ovulagdo em resposta ao
tratamento com GnRH, sendo mais frequente ocorrer a ovulagdo quando o foliculo esta
em fase final de crescimento ou na fase estatica de desenvolvimento. Outro ponto
relatado por esses autores ¢ que o GnRH parece ser mais eficiente em induzir a
ovulagdo em vacas do que em novilhas. A ciclicidade constitui fator primordial para
resposta a acdo do GnRH na sincronizagdo da onda folicular (AMBROSE et al., 2005).
Fernandes et al. (2001) observaram que a probabilidade de ovulagdo com a
administracdo de GnRH em vacas em anestro ¢ menor do que em vacas ciclando.

A associagdo de progestagenos com estrogenos tem sido amplamente utilizada
nos ultimos anos em programas de sincroniza¢do do estro e ovulagdo em bovinos de
corte ¢ de leite (MACMILLAN e BURKE, 1996; BARUSELLI et al., 2004a;
WILTBANK e PURSLEY, 2014). De acordo com Baruselli et al. (2008), os protocolos
a base de P4 mostraram-se mais eficientes em vacas de corte lactantes em regides de
clima tropical, devido a um alto percentual de anestro desses animais, o que interfere
negativamente na resposta ao protocolo Ovsynch.

Os protocolos de sincronizacdo com progesterona e estradiol induz a atresia
folicular seguida da emergéncia de uma nova onda (BO, BARUSELLI e MARTINEZ,
2003; BARUSELLI et al., 2004). As fontes exdgenas de P4 utilizadas nos protocolos de
sincronizagdo sdo os tratamentos por via oral como o acetato de melengestrol, a insercao
de dispositivo intravaginal de P4 ou implantes auriculares de progestdgenos (ODDE et
al., 1990). Nos protocolos a base de progesterona e estradiol, o papel do estradiol ¢
inibir a liberagdo de FSH e o desenvolvimento de pequenos foliculos os quais entram

em regressdo, enquanto, a progesterona exdgena controla o desenvolvimento dos
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foliculos maiores, por meio da supressdo ao aumento da frequéncia de liberacao de LH,
levando a atresia folicular (BO et al., 1995).

Segundo Bo6 et al. (1994), a associagdo de estrogenos (17B-estradiol) aos
tratamentos com P4 induz a atresia do foliculo dominante e provoca a emergéncia de
uma nova onda de crescimento folicular em média 4,3+0,3 dias apds a sua aplicagdo e
independente do estdgio do foliculo dominante no momento em que o tratamento foi
iniciado. Sendo assim, Martinez et al. (2005) afirmaram que o intervalo entre a
aplicagdo do estrégeno e o recrutamento da nova onda dependem da dose administrada
e da natureza do estrogeno.

Thundathil, Kastelic e Mapletoft (1997) trabalharam com vacas holandesas
sincronizadas com dispositivo de P4 e Img de cipionato de estradiol (CE) e
demonstraram uma menor sincroniza¢do da emergéncia da onda folicular com uso deste
farmaco em comparacdo ao 5Smg de 17B-Estradiol. Esses achados concordam com
Colazo, Kastelic e Mapletoft (2003), que compararam duas fontes de estrogenos e
verificaram que a administragdo de 1mg de CE em novilhas de corte resultou em uma
emergéncia da onda folicular menos precisa do que o Smg de 17p-Estradiol (4,1+£0,4 vs
3,3+0,1 dias). Para esses autores, a elevada concentragdo de estradiol em novilhas que
receberam CE pode suprimir a liberacdo enddgena de FSH por um longo periodo
comparado com os animais que receberam 17p-Estradiol, levando assim a um atraso na
emergéncia da onda folicular.

Caccia e B0 (1998) estudaram o efeito da administragdo de 5 ou 2,5mg de BE no
momento da inser¢do do implante de P4 em um estdgio aleatdrio do ciclo estral. Esses
autores observaram a emergéncia de uma nova onda folicular quatro dias apds o
tratamento. Ja quando foi administrado Smg de valerato de estradiol (VE), a emergéncia
da onda ocorreu em 5,7+0,2 dias depois da administragdo. Este farmaco, por apresentar
meia vida longa em comparacgdo ao estradiol 17-f, possui um efeito prolongado sobre a
supressao do FSH, levando um atraso na emergéncia da nova onda e observaram
também que as fémeas submetidas ao tratamento com 5mg de valerato de estradiol tem
um comprometimento na qualidade embrionaria (COLAZO et al. (2005).

Desta forma, a associagdo de BE com o dispositivo intravaginal de P4 tem se
mostrado um método mais eficaz para sincronizagdo da onda folicular em um momento

aleatorio do ciclo estral (BO, BARUSELLI E MARTINEZ, 2003; VASCONCELOS et
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al., 2011). Este tratamento proporciona a emergéncia de uma nova onda folicular em

média trés a quatro dias ap6s a aplicacdo (CARVALHO et al., 2008).

Terminando a fase luteinica de forma sincronizada

A prostaglandina é um acido graxo, composto por 20 atomos de carbono, um
anel ciclopentano e duas cadeias laterais (GONZALEZ, 2002). A PGF2a tem sido o
tratamento mais empregado para sincronizagdo do estro em bovinos (BARUSELLI et
al., 2012; BO, BARUSELLI ¢ MAPLETOFT, 2013). A PGF2a é o horménio luteolitico
responsavel pela regressio do CL nos ruminantes e ¢ produzido pelo endométrio
durante todo o ciclo estral, porém sua concentragdo maxima ¢ atingida no momento da
luteodlise. Além disso, sdo sintetizadas em inumeras células e liberadas somente quando
requisitadas, ndo sendo armazenadas e possuem uma meia-vida bioldgica muito curta
(MORAES et al., 2008).

A partir da descoberta dos efeitos luteoliticos da PGF2a, varios andlogos
sintéticos foram comercializados e amplamente utilizados para controlar o ciclo estral
em bovinos (ODDE, 1990). Wiltbank (2000) descreveu trés limitagdes para o emprego
somente da PGF2a em programas de sincronizacdo do estro. A primeira limitagdo ¢ a
ndo resposta ao tratamento hormonal do corpo liteo em estagio inicial de
desenvolvimento do CL, para esses autores essa limitagdo pode ser contornada com a
aplica¢do de duas doses de prostaglandina em intervalo entre as aplicagdes de 10 a 14
dias, a segunda limitacdo, ¢ que a PGF2a n3o induz estro em vacas em anestro ¢ a
terceira limitacdo, ¢ que ha uma grande variabilidade no periodo de manifestagido do
estro nas fémeas apds o tratamento. Os analogos sintéticos e semi-sinéticos da
prostaglandina, entre eles o Cloprostenol e o Dinoprost, sdo mais potentes do que a sua
molécula natural (FERNANDES e FIGUEIREDO, 2007; WILTBANK et al., 2014).
Em estagios precoces do ciclo estral, a PGF2a e seus andlogos sdo ineficientes em
causar a lutedlise induzindo a regressdo do CL somente a partir do quinto dia, devido a
aplicacdo do luteolitico neste periodo coincidir com o periodo de desenvolvimento do
CL, que nd3o ¢ totalmente responsivo a acdo da PGF2a neste momento (LUCY,

MCDOUGALL e NATION, 2004; MAPLETOFT, BO e BARUSELLI, 2009).
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Kastelic et al. (1990) afirmaram que o intervalo do tratamento com PGF2a e a
manifestagdo do estro depende do estagio de desenvolvimento do foliculo dominante no
momento da aplicacdo. Esses autores observaram que, quando o foliculo dominante esta
em fase final de crescimento ou no inicio da fase estatica, a ovulacao ocorrera em trés a
quatro dias. Entretanto, quando o tratamento ¢ realizado no momento em que o foliculo
dominante encontra-se no inicio da fase de crescimento, este ainda devera desenvolver-
se até atingir um estagio pré-ovulatério e consequente ovulacdo, o que ocorrera apds
cinco a sete dias. Borges et al. (2003) administraram PGF2a e monitoraram a
manifestagdo do estro apds a aplicagdo do luteolitico em vacas da raca Nelore e Gir.
Esses autores observaram que o intervalo entre a aplicagdo da PGF2a e a detecgdo do
estro foi bastante variavel, apresentaram média de 88,7+26,1h e 91,6+28,0h para a raga
Nelore e Gir, respectivamente, e o intervalo médio entre a aplicacdo da PGF2a e o
momento da ovulagdo foi de 113,1+30,2h para a raga Gir ¢ 119,5+31,9h para a raga
Nelore.

Cavalieri et al. (1997), em um trabalho com novilhas Bos taurus indicus,
estudaram diferentes protocolos de sincronizagdo do estro e da ovulagdo e o efeito de
duas aplicacdes de prostaglandina com intervalo de 14 dias entre as aplicagdes. Os
autores observaram um amplo intervalo entre a aplicagdo do hormonio e o estro com
média de 72,0h; variando entre 41,2 a 155,6h; sugerindo que o tratamento com PGF2a
sincroniza a lutedlise, mas ndo o estdgio de desenvolvimento do foliculo dominante.
Desta forma, a acdo luteolitica da prostaglandina junto com a associacdo com outros
farmacos constitui uma terapia hormonal de sucesso empregada pela maioria dos

programas de IATF (BARUSELLI et al., 2012).

Inducado e sincronizagdo da ovulagdo

A inducdo da ovulagdo pode ser conseguida utilizando horménios como o hCG
ou LH, que agem diretamente nos foliculos ou por meio da aplicacdo de hormdnios que
induzam o surgimento do pico pré-ovulatério de LH, como o GnRH, os estrogenos e
seus ésteres (MENEGHETTI et al., 2009). Entretanto, o intervalo entre a aplicagdo e a

ovulacdo pode variar para cada tipo de hormoénio e a eficiéncia dos indutores da
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ovulacdo esta condicionada a presenga de um foliculo pré-6vulatério no momento do
tratamento (CAVALIERI et al., 2006).

Para o emprego da IATF ¢ muito importante conhecer o momento da ovulagdo e
os programas que utilizam o GnRH como indutor da ovulag¢do sincronizada possuem
como finalidade induzir uma onda de LH e consequente ovulagdo
(TWAGIRAMUNGU, GUILBAULT e DUFOUR, 1995). Desta forma, Pursley, Mee e
Wiltbank (1995), que utilizaram o protocolo Ovsynch e aplicaram o GnRH 48h apos a
administracdo de PGF2a observaram que a ovulagdo ocorreu entre 24 a 32h depois da
aplicagdo do hormonio. Resultados semelhantes foram obtidos por Fernandes et al.
(2001) que utilizaram o protocolo Ovsynch com vacas Nelore e verificaram a ovulagao
ocorrendo em média 32,8+1,6h depois do tratamento com GnRH. Da mesma forma,
Bodensteiner et al. (1996), ao utilizarem novilhas leiteiras em um protocolo semelhante
observaram que o intervalo entre a aplicagdo do hormonio ¢ a ovulagdo ocorreu em
média 32h.

Uma variagdo deste protocolo foi descrita por Torres-Junior et al. (2007), que
avaliaram a dinamica folicular em vacas Nelore sincronizadas com implante auricular
de Norgestomet e uma aplicagio de BE no comec¢o do protocolo. Esses autores
administraram o GnRH 48 ou 54h apds a retirada do implante e observaram o intervalo
médio entre a administracdo do GnRH e a ovulagdo de 24,3+2,27h para GnRH 48h apos
a retirada do implante e 16,5£2,20h para GnRH 54h apo6s a retirada do dispositivo de
P4.

Viérios estudos investigaram o efeito da administracdo dos estrégenos e seus
ésteres como indutores da ovulagdo em protocolos a base de P4 em substituicdo ao
tratamento com GnRH. Sendo atualmente esta associagdo um dos tratamentos mais
utilizados para sincronizagdo do estro e da ovulagdo em fémeas bovinas
(MACMILLAN e BURKE, 1996; BARROS et al., 2000; MARTINEZ et al., 2002). Os
protocolos de sincronizagdo a base de P4 e estradiol para a indug¢do da ovulagdo
consistem na utilizagdo de uma fonte de estrogeno no momento da retirada do
dispositivo de P4 ou 24h apos (BO et al., 1995; AYRES et al., 2006).

Martinez et al. (2005) trabalharam com vacas de corte e aplicaram 1mg de 17f3-
Estradiol ou de BE 24h apos a retirada do dispositivo e observaram que o intervalo entre

a retirada do dispositivo de P4 a a ovulagao ocorreu em média 75,8+3,0 e 77,3+1,%9h
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para os animais que receberam 17B-Estradiol e BE, respectivamente, ¢ ambos os
farmacos foram eficientes em induzir a ovulacdo. No entanto, Hanlon et al. (1997)
sincronizaram novilhas leiteiras com um protocolo a base de P4 e verificaram que a
administracdo de 0,5mg de BE 24h apds a retirada do dispositivo resultou em um
intervalo da retirada do dispositivo de P4 a ovulagdo em média de 64h. Avaliando a
substitui¢do da ultima aplicagdo do GnRH no protocolo Ovsynch pelo BE em vacas
Nelore, Fernandes et al. (2001) encontraram média da ovulagdo de 45,38+2,03h depois
da aplicacdo do BE. Barros et al. (2000) ao utilizarem um protocolo baseado na
aplicagdo de BE-PGF20-BE, sendo a segunda aplicacdo de BE 24h ap6s a PGF2a e
observaram que a ovulagdo ocorreu 44,16+2,21h, depois da altima aplicagdo do BE.

Estudos foram realizados por diversos grupos de pesquisa com o objetivo de
possibilitar a utilizacdo do CE como indutor da ovulacdo, aplicando-o no momento da
retirada do dispositivo de P4. Sendo assim, visando reduzir o nimero de manejos e
aumentar a eficiéncia dos protocolos de sincronizagdo (MARQUES et al., 2004;
COLAZO, KASTELIC e MAPLETOFT, 2003; AYRES et al., 2006). Reis et al. (2004)
estudaram o efeito da administracdo do CE como indutor da ovula¢do em vacas Nelore
e demonstraram que a administragdo deste farmaco no momento da retirada do
dispositivo de P4 promoveu a ovulacdo em 80,0+4,8h apds a retirada do dispositivo de
P4. Crepaldi (2009) estudou diferentes indutores da ovulagdo em um protocolo de IATF
em vacas de corte e observou que o intervalo entre a retirada do dispositivo de P4 ¢ a
ovulacdo para o CE administrado no momento da retirada do dispositivo de P4
(72,0£2,0h) foi semelhante para o BE (72,0+0,0h) quando este foi aplicado 24h apos a
retirada do dispositivo e o intervalo entre a retirada do dispositivo e a ovulagdo ocorreu
em média 58,3+2,1h nos animais que receberam BE no mesmo momento da retirada do
dispositivo de P4. Esse autor observou que nao houve variagdo na dispersdo das
ovulagdes e na taxa de ovulagdo entre os tratamentos.

Resultados similares foram alcancados por Sales et al. (2008), os quais
estudaram diferentes fontes de CE ou de BE como indutores da ovulacdo em vacas
Nelore. Esses autores aplicaram o CE no mesmo momento da retirada do dispositivo de
P4 ¢ o BE foi administrado 24h apds e observaram que o intervalo entre a retirada da
fonte de P4 ¢ o momento da ovulagdo para os animais tratados com BE ocorreu em

média 74,5+4,1h e para os animais que receberam CE o intervalo foi de 76,0+2,7h.
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Andrade et al. (2012b) também observaram que ambos os indutores da ovulagdo foram
igualmente eficientes em promover o aumento da frequéncia dos pulsos de LH e
sincronizar as ovulagdes dos animais tratados com CE (75,74+5,75h) ¢ BE

(74,75+7,30h).

Gonadotrofina Coriénica Equina (eCG)

Os primeiros relatos da descoberta da gonadotrofina coridnica equina (eCQ)
foram descritos por Cole e Hart (1930), os quais descreveram que a presenca desta
molécula em soro de éguas prenhes promovia estimulo para o crescimento ovariano em
animais de laboratério. Primeiramente o componente bioativo deste soro foi
denominado de gonadotrofina do soro de égua gestante (PMSG), por ser considerado de
origem materna, no entanto, logo depois foi descoberto que o horménio procedia das
células trofoblasticas dos calices endometriais da égua prenhe (ALLEN e MOOR,
1972). Devido a esta descoberta houve uma mudan¢a no nome do hormonio passando a
ser denominado de gonadotrofina coridnica equina (eCG) (MUPHY e MARTINUK,
1991).

Na égua gestante o anel coridnico comeca a se desenvolver no embrido no inicio
da sétima semana de gestacdo e comeca a invadir o endométrio para formar os célices
endometriais (MURPHY, 2012). Estes célices endometriais sdo estruturas temporarias
formadas por volta de 37° dia de gestacdo e correspondem a pequenas protuberancias de
tecido altamente compacto, presentes no corno gravidico da égua e que se desenvolvem
devido a uma invasdo de células trofoblasticas especializadas para dentro do endométrio
materno (ALLEN et al., 1993). O aumento na liberagdo e no pico de producdo da
gonadotrofina ocorre entre 40 a 60 dias de gestacdo, no entanto, ela pode ser encontrada
na circula¢do até 130 dias de gestagcdo. Os calices endometriais apresentam maximo
desenvolvimento aos 65 dias de gesta¢do nas éguas e ha uma variedade no momento do
pico e na quantidade da eCG encontrado no soro da égua prenhe e esta variacdo pode
ser atribuida a fatores genéticos (MURPHY e MARTINUK, 1991).

Em equinos a eCG interage com o receptor de LH e causa a ovulagdo ou
luteinizagdo de foliculos com consequente aumento da P4 circulante, sendo assim

funcionando como horménio luteinizante (ALLEN et al., 1993) e ligando ao corpo luteo
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durante o inicio da gestagdo e portanto, pode fornecer suporte de gonadotrofina para
manter a gestacio (MURPHY, 2012). No entanto, em ruminantes esta gonadotrofina
possui capacidade de se ligar tanto a receptores de FSH como aos de LH, apresentando
assim atividade foliculo estimulante e luteinizante (PAPKOFF, 1974; STEWART e
ALLEN, 1979; SOUMANO et al., 1998). Por ser uma glicoproteina, a eCG induz a
formagao de anticorpos quando administradas em bovinos e outras espécies. Esta
caracteristica da molécula deve-se principalmente ao seu alto peso molecular e a
presenca de uma alta porcentagem de carboidratos. Além disso, esta resposta
imunologica apresenta uma grande variacdo individual e tem individuos que nao
apresentam este tipo de resposta mesmo com repetidas aplicagdes (DRION et al., 2001).

Esta gonadotrofina apresenta duas cadeias: a e B que sdo necessarias para sua
atividade biologica, sendo a cadeia o, composta por 96 aminoécidos e uma cadeia 3,
composta por 149 aminoacidos. Uma caracteristica muito marcante desta molécula ¢ a
predominancia de grande quantidade de carboidratos, cerca de 45% da massa da
molécula. A eCG apresenta persisténcia na circulagdo de equinos e outras espécies por
um longo periodo em comparagdo com outros hormdnios glicoproteicos. Este farmaco
apresenta uma longa meia-vida devido ao 4cido sidlico presente na molécula da eCG.
Além disso, a molécula apresenta carga negativa, o que diminui a filtracdo glomerular e
esta caracteristica determina a meia-vida longa desta glicoproteina de até 3 dias
(MURPHY e MARTINUK, 1991). Em um estudo realizado por Souza et al. (2009) foi
observado que o perfil das concentragdes circulantes da eCG atingidas apods o
tratamento com 400Ul no momento da retirada do dispositivo intravaginal de P4 em
vacas holandesas e verificaram que as concentragdes da eCG sanguineo parecem
aumentar de maneira constante até 48h apos a aplicagdao deste hormonio e 72h apds ao

tratamento, os niveis circulantes da eCG se encontravam em niveis basais.

Uso da eCG em programas de IATF

Os efeitos positivos do uso da eCG nos protocolos de sincronizacdo sdo
relatados principalmente em vacas de corte em anestro pos-parto e com baixo escore de
condi¢cdo corporal (BARUSELLI et al., 2004a; TORTORELLA et al., 2013;
BARREIROS et al.,, 2014). Uma importante estratégia utilizada para melhorar os
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indices de fertilidade e a eficiéncia dos protocolos de sincronizagdo para IATF ¢ a
utilizacdo da eCG no momento da retirada do dispositivo intravaginal de P4 com o
objetivo de melhorar o crescimento folicular, aumentar a taxa de ovulagdo e de
concepgdo das fémeas submetidas a estes protocolos (MENEGHETTI et al., 2009; SA
FILHO et al., 2010a; NUNEZ-OLIVEIRA et al., 2014). Diversos estudos descrevem
que a eCG possui a capacidade de estimular o desenvolvimento folicular, aumentar o
tamanho e a capacidade esteroidogénica do CL, e elevar as concentragdes plasmaticas
de P4 durante a fase luteal subsequente (BARUSELLI et al., 2004b; SOUZA et al.,
2009; PULLEY et al., 2013). A utilizacdo desta estratégia, aparentemente, proporciona
resultados significativos em situagdes especificas de inadequada modulacdo de LH
como em novilhas e vacas de corte em anestro pods-parto ou com baixa condi¢dao
corporal (BO, BARUSELLI ¢ MARTINEZ, 2003; BARUSELLI et al., 2004; SA
FILHO et al.,, 2010a), e alta concentragdo circulante de P4 no momento da
sincronizagdo da ovulagio em protocolos de IATF (SA FILHO et al., 2010b;
CARVALHO et al., 2008; PFEIFER et al., 2009).

No entanto, ainda ha controvérsias sobre os efeitos positivos da eCG nos
protocolos de IATF em vacas leiteiras e poucos sdo os estudos realizados com o uso da
eCG em vacas mesticas (SOUZA et al, 2009; FERREIRA et al, 2013). A
administracdo da eCG antes da ovulacdo induz ao aumento no didmetro folicular ¢ na
concentracdo de P4 no CL subsequente, devido a sua capacidade de se ligar aos
receptores de LH e FSH tendo efeito sobre as células da teca e da granulosa do foliculo
ovulatorio e seu efeito luteotrofico em aumentar a secrecdo de P4 do CL (MURPHY e
MARTINUK, 1991; KEYNON et al., 2012).

Sales et al. (2016) avaliaram vacas Nelore multiparas e primiparas
sincronizadas com um protocolo a base de P4 e BE e aplicacdo ou ndo da eCG no dia da
remocao do dispositivo intravaginal de P4 e observaram que o didmetro maximo do
foliculo dominante (13,1£0,5mm) foi maior nas fémeas que receberam eCG em
comparagdo com as que nao receberam eCG (11,6£0,6mm) e que o efeito da eCG na
dindmica folicular ¢ na fertilidade foi mais evidenciado em vacas primiparas em
comparagdo as multiparas, provavelmente por esta categoria necessitar de um suporte

gonadotréfico durante o estagio final do crescimento do foliculo dominante.
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O efeito positivo da eCG sobre a resposta ovariana e taxas de prenhez de vacas
Nelore lactantes em anestro foi observado por Sa Filho et al. (2010a) e os autores
observaram que as fémeas que receberam eCG foi capaz de aumentar o didmetro do
foliculo ovulatério (11,620,7 x 9,330,9mm), taxa de crescimento do foliculo (1,56%0,2
x 0,40+0,2mm/dia), a taxa de ovulacao (84,6 x 50,0%) e a taxa de prenhez (46,2% x
16,7%) em comparacdo com a vacas que ndo foram tratadas. A melhora na fertilidade
verificada em fémeas tratadas com eCG na retirada do dispositivo de P4 pode ser
explicada pelo fato deste hormonio melhorar a taxa de ovulagdo e os niveis de P4
circulantes no diestro subsequente, favorecendo assim o estabelecimento da prenhez
(BARUSELLI et al., 2004b).

Barreiros et al. (2014) estudaram o efeito do tratamento com eCG em vacas
ciclicas e em anestro submetidas a um protocolo de IATF e verificaram que as vacas em
anestro (10,220,3mm) apresentaram didmetro folicular similar as vacas ciclicas
(11,0£0,6mm), indicando que o suporte gonadotrofico promovido pelo tratamento com
eCG foi eficiente em igualar vacas em anestro e ciclicas.

Doroteu et al. (2015) realizaram um estudo para avaliar a resposta a diferentes
doses de eCG (200 ou 300 UI) administradas no dia 8 do protocolo de sincronizagdo
para IATF, sobre as taxas de prenhez em vacas Nelore lactantes e ndo houve efeito
(P>0,05) dos tratamentos 200UI e 300UI no aumento da taxa de prenhez, 62,1% e
78,4%, respectivamente. Para estes autores ambas dosagens podem ser utilizadas em
protocolos de sincronizagao para IATF. Pessoa et al. (2016) também avaliaram
diferentes doses de eCG (300 ¢ 400UI) administradas no momento da remogao do
dispositivo de P4 em vacas de corte Bos taurus taurus € nao observaram diferenga na
resposta ovariana ¢ na eficiéncia do protocolo de sincronizacdo quando foram
comparadas as diferentes dosagens do hormdnio na melhora no crescimento final do
foliculo (controle: 13,5£0,3mm; 300UI:14,0+0,2mm e 400UI:15,1£0,3mm), na
ovulagdo (controle: 53,7%; 300UI: 70,6% e 400UI: 77,0%) e prenhez (controle: 29,7%;
300UI: 44,8% e 400UI: 47,6%).

Um estudo realizado por Tortorela et al. (2013), no qual estudou-se o efeito da
administracdo da eCG no dia da remogdo (Dia 8) ou 2 dias antes (Dia 6) da remocgao do
dispositivo intravaginal de P4, sobre o didmetro do foliculo ovulatorio, fungdo luteal e

taxa de prenhez em protocolos de IATF em vacas de corte, verificou-se que o didmetro
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do foliculo ovulatoério (8,6£0,2 x 10,020,4mm ), volume do CL (46,08%£0,4 x 20,29%1,6
cm3), a concentracdo de P4 (9,4%1,4 x 2,4%1,7ng/mL) do CL subsequente e taxa de
concepgdo (27,3 e 16,0%) foi maior em animais que receberam eCG no dia 6 em
comparagdo as fémeas que receberam eCG no dia 8 do protocolo. (Os resultados
encontrados por estes autores para uma melhor resposta ovariana encontrada para a
administracdo da eCG no dia 6 do protocolo deve-se ao protocolo utilizado por estes
autores, pois a aplicacdo da eCG no dia 8 antes da administragdo de GnRH parece ser
tardia e promove um tempo insuficiente para o crescimento folicular antes da ovulagdo
em compara¢ao com a administragdo antecipada da eCG.

De acordo com Pulley et al. (2013), a eficicia da eCG pode depender da
condicdo de escore de condicdo corporal (ECC) e status ciclicos dos animais no inicio
do protocolo de sincronizagdo. Baruselli et al. (2004a) observaram uma melhor
fertilidade pelo tratamento da eCG somente quando utilizada em vacas com baixo ECC
(£2,5), sendo observadas taxas de gestagdo de 40,7% para as que ndo receberam eCG e
de 55,4% para as que receberam este hormonio (P<0,05). Nao houve diferenga quando
aplicada em vacas com bom ECC (> 3,0), sendo observadas taxas de 56,6% ¢ 54,2%
para os animais que receberam ou nao aplica¢dao de eCG, respectivamente (P>0,05). De
acordo com Baruselli et al. (2004b), o uso da eCG em fémeas com baixo escore de
condi¢do corporal pode compensar a baixa pulsatilidade de LH encontrada nestes
animais.

Trabalhando com vacas leiteiras para avaliar o uso da eCG em protocolos de
IATF, Souza et al. (2009) observaram que esta glicoproteina proporciona um aumento
na taxa de concepg¢do nos animais tratados com eCG em comparacdo as vacas que nao
receberam eCG (30,9 ¢ 29,1%), e que o tratamento com eCG tendeu a aumentar o
volume do CL (com eCG: 5,310,4 x sem eCG: 6,7iO,4cm3) e elevar as concentracdes de
P4 (com eCG: 3,5%0,4 x sem eCG: 4,8%0,2ng/mL) no dia 12 apos ovulagdo, sendo este
momento critico para o desenvolvimento embrionario e estabelecimento da concepcao.
Estes autores verificaram que a melhora na taxa de concepgdo foi mais evidente em
vacas com escore de condicdo corporal abaixo de 2,75 e que receberam eCG em
comparag¢do as que nao receberam eCG.

A administracdo da eCG pode promover mudangas importantes no CL que

levam ao aumento na produ¢do de P4 por meio de modificagdes nas proporgdes e
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funcdo das células da granulosa e da teca depois da ovulagdo (KEYNON et al., 2012).
H4 uma elevacdo na densidade e no formato das mitocondrias nestas células
esteroidogénicas, contribuindo assim para o aumento na producdo de P4 no diestro
subsequente (RIGOGLIO et al., 2013). Uma elevada concentra¢do de P4 pos-ovulatéria
¢ necessaria para o adequado desenvolvimento embrionario e capacidade do concepto
em secretar interferon-tau favorecendo assim o reconhecimento materno da gestagao
(MANN e LAMMING et al., 2001).

No entanto, em um estudo realizado por Ferreira et al. (2013) sobre a dindmica
folicular e luteal em vacas holandesas, estes autores nido verificaram efeito da eCG no
foliculo pré-ovulatorio (controle: 14,9£0,7mm e eCG: 15,4+0,6mm), no volume do CL
(controle: 6,4iO,3cm3 e eCG: 8,6i0,7cm3) e na concentragdo de P4 pds-ovulatoria
(controle: 3,7+0,6ng/mL e eCG: 4,8+0,3ng/mL), P>0,05. Para estes autores a eCG foi
ineficiente em incrementar a dindmica folicular e luteal em vacas leiteiras de alta
produgdo, e este fato pode ser atribuido a menor propor¢do de vacas com menor escore
de condigao corporal e menor incidéncia de anestro nestes rebanhos.

Os mecanismos responsaveis pelo aumento nas concentracdes de P4 plasmaticas
e no volume do CL em resposta a eCG podem ser atribuidos ao aumento na densidade
mitocondrial esférica e no nimero das células luteais grandes (FATIMA et al., 2012;
FIELDS e FIELDS, 1996). Ocorre um aumento da capacidade mitocondrial para a
producdo de pregnolona apds o tratamento com eCG, e estas mudangas abrangem a
maior expressdo de proteinas e enzimas envolvidas na esteroidogénese folicular e na
biossintese de P4 luteal (SOUMANO et al., 1996), possibilitando o crescimento do
foliculo dominante, maior taxa de ovulagdo ¢ melhor desenvolvimento do corpo lateo

(RIGOGLIO et al., 2013).

Ultrassonografia modo Doppler em bovinos

A utilizagdo da ultrassonografia na reproduc¢do animal permitiu importantes
avancos no sentido de elucidar diversos eventos reprodutivos dos animais domésticos,
como a fisiologia ovariana e a dindmica folicular e luteal durante o ciclo estral em
bovinos (GINTHER et al., 2007). A ultrassonografia ¢ uma técnica de diagnodstico ndo

invasiva, segura, que ndo provoca modificagcdes bioldgicas no paciente e que permite a
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avaliagdo em tempo real dos 6rgaos e tecidos em um animal (MATSUI e MIYAMOTO,
2009).

A tecnologia da ultrassonografia Doppler colorido ¢ uma ferramenta que
possibilitou compreender, a arquitetura vascular e aspectos hemodinamicos dos vasos e
avaliar o fluxo sanguineo das estruturas reprodutivas em fémeas durante o ciclo estral e
gestacdo (ACOSTA et al., 2002; MIYAMOTO et al., 2005; HERZOG et al., 2010). Na
medicina veterindria esta técnica passou a ser utilizada recentemente para diversas areas
e fungdes, em bovinos pode ser empregada na avaliacdo da vascularizacdo folicular
(MATSUI e MIYAMOTO, 2009), no estudo do corpo luteo durante a luteogénese e
lutedlise (ACOSTA et al., 2003), para predizer a fertilidade (SIDDIQUI, ALMAMUN e
GINTHER, 2009) e na avaliagdo do fluxo sanguineo no tUtero durante diferentes
estagios do ciclo estral e durante a gestagdo (BOLLWEIN et al., 2000; 2002). Além
disso, esta tecnologia pode ser incorporada em programas reprodutivos objetivando
melhorar a eficiéncia reprodutiva podendo ser utilizada para estimar a funcionalidade do
corpo lateo (CL) na selecdo de receptoras de embrides bovinos e para o diagnostico
precoce da gestagdo em programas de IATF e TETF (UTT et al., 2009; SIQUEIRA et
al., 2013; PUGLIESI et al., 2017).

O efeito Doppler consiste em um fendémeno caracterizado pela mudanca na
frequéncia da onda sonora quando a fonte da mesma se aproxima ou se afasta do
receptor, sendo a diferenga entre a frequéncia emitida e recebida (desvio Doppler)
proporcional a velocidade de deslocamento. Este efeito também ocorre com as ondas
ultrassonicas e a diferenca de frequéncia causada pelo movimento das células
sanguineas permite a detec¢do e a mensuracdo do fluxo sanguineo (GINTHER et al.,
2007).

Os equipamentos de ultrassonografia Dopper permitem 3 modos de avaliacdao
da perfusdo sanguinea: modo Espectral, modo Color Doppler € modo Power Doppler
que podem ser dividos em duas fungdes de avaliagdo, uma qualitativa, o modo Doppler
colorido e outra quantitativa o modo espectral (GHETTI, 2012). Na fun¢do qualitativa
temos o color Doppler e o power-flow, o modo Doppler colorido ¢ denominado como
um espectro de uma ou duas cores, geralmente vermelho e azul, que representa o
sentido do fluxo e a alterag@o na frequéncia das ondas refletidas em relacdo a das ondas

emitidas pode ser positiva, quando as células sanguineas se deslocam na direcdo ao
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transdutor, representada pela cor vermelha ou negativa quando as células se deslocam
no sentido contrario, se afastando do transdutor, representado pela cor azul e essas
tonalidades de cores podem ser mais ou menos intensas, dependendo da intensidade e
amplitude do fluxo sanguineo (HERZOG e BOLLWEIN, 2007). O power- flow utiliza
apenas uma cor para representar a intensidade do sinal Doppler, independente do
sentido, e as variagdes nos sinais Doppler se apresentam como diferen¢as na intensidade
dos pontos coloridos e possui maior sensibilidade na avaliagdo de vasos de menor
calibre (VIANA et al., 2013; GINTHER, 2014).

Na fungdo quantitativa, o0 modo espectral é demonstrado na forma de um grafico
e permite mensurar a velocidade de fluxo sanguineo de um vaso (velocidade por tempo)
(HERZOG e BOLLWEIN, 2007). A pouca utilizagdo do modo espectral na avaliacdo
ovariana em bovinos ¢ devida a dificuldade de contencdo do animal e principalmente
pelo pequeno tamanho dos vasos, além da necessidade de ajuste do angulo de avalia¢ao

entre o vaso ¢ o transdutor (ACOSTA e MYIAMOTO, 2004).

Uso da ultrassonografia modo Doppler colorido no estudo da dindmica folicular

A utilizagdo da ultrassonografia Doppler colorido permite avaliar a dinamica
folicular sendo possivel observar que juntamente com o desenvolvimento folicular
ocorre uma expansao na vascularizagao do foliculo sendo essencial para que o foliculo
alcance a sua maturidade e a capacidade ovulatéria (ACOSTA et al.,, 2003). A
ultrassonografia Doppler representa uma ferramenta promissora na avaliacdo do
desenvolvimento folicular de bovinos e fornece informagdes importantes sobre a
maturidade ¢ vascularizagao folicular em fémeas bovinas submetidas a diferentes
manejos reprodutivos (ACOSTA, 2007; GINTHER, 2014).

A avaliagdo da vascularizagdo folicular pode ser realizada utilizando-se
metodologia subjetiva ou objetiva (ACOSTA et al., 2005; SILVA et al., 2005). Na
abordagem subjetiva ¢ realizada a classificacdo da vascularizagdo folicular pela
visualizacdo das imagens dentro de uma escala de graduagdo previamente determinada
(GHETTI, 2012). A metodologia objetiva ¢ realizada pelo calculo da area de sinais
coloridos observados na parede folicular (ACOSTA et al., 2004). Contudo a utilizagdo

desta metodologia na avaliacdo da vascularizagdo folicular apresenta algumas
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limitagdes devido aos vasos sanguineos na parede folicular serem pequenos e tortuosos
havendo assim uma dificuldade em determinar o angulo de insonag@o (dngulo Doppler)
entre os vasos e o feixe da onda sonora. Além disso, as caracteristicas morfoldgicas dos
vasos sanguineos ndo sdo uniformes ao longo da parede folicular, assim a imagem
utilizada para a mensuracdo da area de vascularizacdo pode ndo ser representativa
(ARASHIRO, 2012). No entanto, um estudo realizado por Ghetti (2012), ndo verificou
diferenga para as duas metodologias, pela avaliagdo da 4area de vascularizacdo e
intensidade do fluxo sanguineo.

O crescimento folicular esta intimamente relacionado a formagao de uma rede de
vasos sanguineos na camada de células da teca, responsavel pelo fornecimento de
nutrientes, hormonios e oxigénio para suprir o metabolismo folicular e a
esteroidogénese (VIANA et al., 2013). Quando se inicia uma nova onda folicular a
emergéncia dos foliculos ¢ acompanhada de um aumento na area de fluxo sanguineo na
parede do foliculo que continua durante todo o desenvolvimento (ACOSTA et al.,
2005). No desvio folicular ocorre uma diferenca morfologica entre as taxas de
crescimento do foliculo dominante e dos subordinados, € ocorre o aumento no fluxo
sanguineo do foliculo durante este periodo e atinge valores maximos no foliculo pré-
ovulatério (ARASHIRO et al., 2013). E este aumento da vascularizacdo pode ser
quantificado pelo recurso Doppler colorido que permite a visualizagdo e mensuragao
deste fluxo sanguineo, que estd positivamente correlacionado com a concentragdo
intrafolicular de estradiol (PANCARCI et al., 2002). Apos o surgimento de LH ocorrem
mudancas no fluxo sanguineo do foliculo com acentuado aumento na vascularizagcdo na
base do foliculo e concomitante diminui¢do do fluxo sanguineo no apice eo foliculo pré-
ovulatério se distingue de um atrésico pela presenca de uma regido altamente
vascularizada (ACOSTA et al., 2003).

O crescimento de uma rede de capilares nas camadas das células da teca ¢
requerido para a formagao do antrum folicular e afeta a composicao e a concentragdo de
fluido folicular, influenciando no desenvolvimento do oo6cito (ARASHIRO et al., 2013).
Acosta et al. (2003) utilizaram a tecnologia Doppler colorido para promover uma
visualizacdo em tempo real das mudangas no fluxo sanguineo e vascularizagdo da
parede do foliculo ao redor do momento da ovulacdo e observaram que a area ¢ a

velocidade do fluxo sanguineo estdo correlacionadas com o aumento na concentracdo
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plasmatica de estradiol e o surgimento de LH. Esses autores afirmam que existe uma
relacdo entre o fluxo sanguineo na parede folicular e os niveis plasmaticos de estradiol e
LH no foliculo pré-ovulatério em torno do momento da ovulagdo. De acordo com
Scully et al. (2014), o aumento significativo que ocorre no fluxo sanguineo do foliculo
pré-ovulatorio promove uma elevagdo no suporte de gonadotrofinas e fatores
bioquimicos e hormonais necessarios para uma completa maturacdo do foliculo e
ruptura do mesmo

Durante a ovulagdo, o pico de LH promove profundas altera¢des funcionais e
estruturais no foliculo maduro as quais demonstraram estar associadas com o aumento
do fluxo sanguineo na parede folicular, estas mudangas estdo relacionadas ao aumento
dos niveis de estradiol, observando-se uma inter-relagdo entre o diametro folicular, a
concentragdo de estradiol e a area de vascularizagdo do foliculo (AYRES ¢ MINGOTI,
2012). O fluxo sanguineo na parede do foliculo ¢ positivamente correlacionado com a
concentragdo intrafolicular de estradiol e este aumento coincide com a elevagdo na
vascularizagdo da parede do foliculo em bovinos (MATTIOLI et al., 2001). Em um
estudo realizado por Siddiqui et al. (2009), os quais avaliaram a relacdo entre a
porcentagem de sinais Doppler coloridos na parede folicular e as taxas de concepgao de
fémeas bovinas submetidas a um protocolo de IATF. Estes autores observaram que uma
alta vascularizacdo do foliculo pré-ovulatorio foi associada a uma elevada taxa de
concepeao.

Rodigues et al. (2016a) avaliaram a dindmica folicular por ultrassonografia
modo Doppler em fémeas submetidas a um protocolo de sincronizagdo da ovulacdo e
observaram os pardmetos de vasculariza¢io na area da parede folicular de 0,26+0,09cm?
e 40,74%t11,96% para area de vascularizagdo do foliculo e o percentual de
vascularizagdo do foliculo. Ghetti (2012) realizaram uma avaliagdo subjetiva do padrao
vascular dos foliculos pré-ovulatérios em vacas mestigas Holandés-Gir utilizando
ultrassonografia modo Doppler colorido e observaram valores para area da parede do
foliculo e area de vascularizagdo da parede do foliculo pré-ovulatério de acordo com o
cada intervalo de percentual de vascularizagiode 100-75% (0,43+0.25cm” e
0,39+0,22cm?), 79,5-50% (0,39£0,09 cm” e 0,2440,06 cm?) ¢ 49,9-25% (0,48+0,17 cm?

e 0,17£0,06 cm®). Segundo estes autores a classificagio do foliculo segundo a
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vasculariazagdo possibilita predizer que foliculos com alta vascularizacdo tem a

capacidade de alcancar a maturacao final e adquirir a capacidade ovulatoria.

Uso da ultrassonografia modo Doppler colorido na avalia¢do do corpo luteo

O corpo luteo ¢ uma das estruturas mais vascularizadas do organismo e
apresenta um dos maiores indices de vascularizagdo por unidade de tecido no corpo
(GINTHER et al., 2007). Segundo Herzog et al. (2010), o CL inicia rapidamente seu
desenvolvimento no ovario logo apos a ovulacdo sendo esta estrutura responsavel pela
produgdo de P4 e o seu desenvolvimento ¢ caracterizado por uma intensa vascularizacao
e aumento gradativo da sintese de P4, posteriormente o CL chega a uma fase estatica de
desenvolvimento, no entanto, nesse periodo a concentragao plasmatica de P4 continua
aumentando e também o suprimento sanguineo (REYNOLDS, GRAZUL-BLISKA e
REDMER, 2000).

Durante o desenvolvimento do CL na primeira semana depois da ovulagdo, a
forma¢do de novos vasos sanguineos ¢ muito intensa. Em um estudo realizado por
Acosta et al. (2003), os autores verificaram que durante o desenvolvimento do CL um
aumento gradativo do fluxo sanguineo foi concomitante com o aumento no volume e
das concentracdes de P4, sugerindo que o fluxo sanguineo estd associado com o
potencial de produzir e secretar progesterona. A vascularizagdo adequada desta estrutura
¢ essencial para a biossintese de P4 e serve como uma rota de entrega de substancias
bioldgicas ao fornecer nutrientes para as células luteais, substratos para produgdo de
hormdnios e também hormdnios estimuladores e/ou reguladores que sdo indispensaveis
para a manutenc¢do da secre¢do de P4 (ACOSTA e MIYAMOTO, 2004; BOLLWEIN,
LUTTEGENAU e HERGOZ, 2013).

O aumento no fluxo sanguineo e o volume do corpo luteo esta associado com o
potencial para produzir P4, refletindo na elevacao da concentragdo plasmatica de P4 que
indica o desenvolvimento de CL funcional (ACOSTA et al., 2003; HERZOG et al.,
2010). Um corpo luteo com poucos ou inexistentes sinais Doppler pode ser indicativo
de auséncia de suprimento sanguineo e assim considerado como um CL nao funcional,
no entanto, o mesmo CL pode ser considerado de tamanho normal (ACOSTA et al.,

2002; ACOSTA et al., 2003; UTT et al., 2009), isto pode ser devido ao fato de quando o
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CL atinge o tamanho maduro, o seu didmetro ndo reflete a sua capacidade
esteroidogéncica (MANN, 2009). Bicalho et al. (2008) realizaram um estudo para
avaliar a acurdca da detec¢do do CL funcional pela palpacdo e por ultrassonografia
transretal em vacas holandesas e sugeriram como tamanho adequado para identificar
fémeas com CL funcional seria de 22 a 23mm, que reflete uma concentracdo de P4
>Ing/mL. Segundo Wiltbank et al. (2014), um CL funcional gera concentra¢des de
progesterona sérica que variam entre 4 a 6ng/ml.

De acordo com Herzog et al. (2010) o fluxo sanguineo ¢ mais apropriado do que
o tamanho do CL para avaliagdo da funcionalidade. Estes autores acompanharam a
dinamica luteal com auxilio da ultrassonografia Doppler e dosagem hormonal de
progesterona e caracterizaram a vasculariazagdo do CLdurante o ciclo estral de fémeas
bovinas leiteiras e observaram que na fase de crescimento (até dia 7), o fluxo sanguineo
atingiu valores maximos de 0,7+0,1cm” e na fase de manuten¢do (dia 8 a 16), estes
parametros alcangaram valores maximos de 1,240,1cm’.

Pinaffi et al. (2015) avaliaram a vascularizagdo do foliculo e corpo luteo por
ultrassonografia Doppler como preditor de fertilidade em fémeas Nelore submetidas a
IATF e os animais foram divididos de acordo com o percentual de vascularizagdo e
observaram uma positiva correlagdo entre o percentual de vascularizagdo do CL e a
fertilidade. Estes autores observaram a média do diametro do CL nos grupos divididos
por percentual de vascularizagdo do CL foi de <40% (17,07mm), 41 a 50% (17,24mm),
51-60% (17,52mm), 61-70% (17,09mm) e >71% (17,60mm). Além disso, os mesmos
verificaram os paramétros morfofuncionais nas fémeas que ficaram gestantes e nao
gestantes avaliados 30 dias apdés a IA e relataram que os animais gestantes
apresentavam didmetro do CL, 4rea de vascularizagdo do CL e percentual de
vasculariazagdao do CL de 17,52+0,3mm,; 1,49£0,0cm? e 51,99+1,0% e as fémeas ndo
gestantes de 17,17£0,3mm; 1,4240,0cm’ e 51,46%1,2%, respectivamente.

Aréas et al. (2012) avaliaram o padrao vascular luteal ao londo do ciclo estral em
fémeas mesticas submetidas a um protocolo de IATF e para predizer animais nao
gestantes 20 dias apds a [A e verificaram area total, area de vascularizagdo e percentual
de vascularizacdo do CL nos dias 12, 14 ¢ 20 do ciclo estral foi de 4,9 0,2lcm2; 0,54
0,07cm?  14,89+1,82% em animais gestantes e 4,1320,27cm?*;  0,47+0,05cm* ¢

12,70£1,11% em animais ndo gestantes.
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MATERIAL E METODOS

Local e manejo dos animais

O estudo foi realizado de acordo com preceitos éticos recomendados pelo
Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA), apoés
aprovagdo pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Escola de Medicina
Veterinaria e Zootecnia da Universidade Federal da Bahia (UFBA), sob protocolo n°
41/2016. O experimento foi realizado entre os meses de maio a agosto de 2016, na
fazenda experimental de Entre Rios, pertencente a Escola de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da UFBA, localizada no municipio de Entre Rios, regido Nordeste da Bahia,
com latitude 11°56'31" sul, longitude 38°05'04"oeste ¢ estando a uma altitude de 162
metros. A regido apresenta pluviosidade média anual de 1.251,00mm e possui clima
quente ¢ semiimido. A propriedade adotava um sistema extensivo de criagdo com o0s
animais mantidos em pastagens de Brachidria decumbens, com suplementacdo mineral
e acesso a agua ad libitum.

Para a realizagdo deste trabalho, foram utilizadas 30 vacas paridas multiparas
mesticas Holandés x Zebu. Estes animais encontravam-se em periodo pds-parto de
77,34+22,13 dias, apresentavam duracao da lactagdo de 279,67+58,67 dias e produgdo
média diaria de leite de 4,85+0,83Kg, além disso, a média para escore de condi¢do
corporal (ECC) era de 3,07+0,38, utilizando-se uma escala de 1 a 5 (HOUGHTON et
al., 1990). A propriedade obedecia ao calendario oficial estadual de vacinagao.

Previamente ao inicio do experimento os animais foram submetidos ao exame
clinico-ginecolégico e ultrassonografia transretal, utilizando-se um transdutor linear
com frequéncia de 7,5MHz (MINDRAY Z5, Shenzhen, China), sendo consideradas
aptas a participar do experimento, somente fémeas que apresentavam, no momento da

avaliagdo, auséncia de anormalidade no trato reprodutivo.

Protocolos de pré-sincronizacio

Todas as 30 fémeas foram submetidas ao mesmo protocolo de pré-sincronizagao,

para garantir que todos os animais apresentassem corpo liteo (CL) no inicio do
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protocolo, conforme descrito a seguir: Em um dia aleatorio do ciclo estral denominado
dia menos 16 (D-16) todos os animais receberam um dispositivo intravaginal novo de
P4 (CIDR®, Zoetis, Sao Paulo, Brasil) contendo 1,9g de P4 associado a 2mg de
Benzoato de Estradiol (BE) (GONADIOL®, Zoetis, Sio Paulo, Brasil) por via
intramuscular (i.m.). No dia menos 8 (D-8) foi removido o dispositivo de P4 e
administrado 12,5mg de Dinoprost Trometamina (PGF2a) (LUTALYSE®, Zoetis, Sdo
Paulo, Brasil) i.m., seguido por 0,6mg de Cipionato de Estradiol (CE) (ECP®, Zoetis,

Sao Paulo, Brasil) i.m., conforme descrito em Figura 1.

Figura 1- Representagdo esquemdtica do protocolo de pré-sincronizacdo da

ovulagao.
12,5 mg de PGF2a
+
2mg de BE 0,6 mg de CE
D-16 D-8

Protocolo de sincronizacao

Oito dias apds a retirada dos dispositivos de P4, no dia 0 (D0), todos os animais
foram avaliados por ultrassonografia transretal modo B utilizando-se um transdutor
linear com frequéncia de 7,5MHz (Mindray Z5, Shenzhen, China) para verificar a
presenga de CL. Apos a avaliagdo ultrassonografica no Dia 0, 26 fémeas foram
submetidas a um protocolo de sincronizagdo e receberam um dispositivo intravaginal
novo de P4 (CIDR®, Zoetis, Sao Paulo, Brasil) contendo 1,9g de P4 associado a 2mg de
BE (GONADIOL®, Zoetis, Sao Paulo, Brasil) i.m. e neste mesmo dia metade dos
animais foram tratados com 12,5mg de PGF2a i.m. (LUTALYSE®, Zoetis, Sao Paulo,
Brasil) e outra metade com 1,5mL de solug¢do salina a 0,9% i.m., constituindo os
grupos: Grupo Alta P4 (ndo receberam PGF2a no inicio do protocolo de sincronizagao -
DO, n=13) e Grupo Baixa P4 (receberam PGF2a no inicio do protocolo de sincronizagao

- DO, n=13). No Dia 8 foi removido o dispositivo intravaginal de P4 e administrado
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12,5mg de PGF2a (LUTALYSE®, Zoetis, Sao Paulo, Brasil) i.m., seguido por 0,6mg de
CE (ECP®, Zoetis, Sao Paulo, Brasil) i.m. em todas as vacas. Neste momento, as fémeas
foram aleatoriamente separadas para serem tratadas com 300UI de eCG (FOLLIGON®,
MSD Satude Animal, S3ao Paulo, Brasil) ou 1,5mL de solucgao salina a 0,9% i.m. Desta
forma, das 13 vacas ndo tratadas com PGF2a no Dia 0, seis foram tratadas com solucao
salina (Grupo Alta P4-S/eCG, n=6) e sete foram tratadas com eCG (Grupo Alta P4-
C/eCG, n=7), enquanto que das 13 vacas tratadas com PGF2a no Dia 0, seis foram
tratadas com solucdo salina (Grupo Baixa P4-S/eCG, n=6) e sete foram tratadas com
eCG (Grupo Baixa P4-C/eCG, n=7), conforme demonstrado na Figura 2. Nao foram

verificadas perdas de dispositivo intravaginal de P4 neste experimento.

Figura 2 - Representagdo esquemadtica dos protocolos de sincronizagdo e design
experimental.

1. Grupo Alta P4 - S/eCG
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+ +
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Coleta de sangue
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+

USCL 0,6 mg de CE
+ +
2mg de BE 300 Ul de eCG
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3. Grupo Baixa P4 - S/eCG

US CL
+

2mg de BE

l

4. Grupo Baixa P4 - C/eCG

US CL

2mg de BE
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12,5 mg de PGF2a
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12,5 mg de PGF2a
+
0,6 mg de CE
+
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Coleta de sangue

BE: Benzoato de estradiol. CE: Cipionato de estradiol. eCG: Gonadotrofina coridnica equina. P4:
Progesterona. PFG2a: Prostaglandina F2 alfa. US CL: Ultrassonografia transretal para detec¢do de CL

Avaliacoes ultrassonograficas

Os exames ultrassonograficos foram realizados utilizando um aparelho portatil

equipado com as fung¢des modo B e Doppler colorido (MINDRAY Z5, Shenzhen,

China), para as avaliagdes em modo B empregou-se um transdutor transretal com

frequéncia de 7,5Mhz. No modo Doppler colorido as configura¢des foram ajustadas na

faixa de velocidade de 6cm/s para detectar movimento das células sanguineas em
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pequenos vasos, para este efeito utilizou-se o modo power-flow, uma frequéncia de
6,5Mhz, com padrdes de ganho de cor de 70%, frequéncia de repeticao de pulsos (PRF)
de 0,7KHz e a profundidade de avaliacdo de 6,0cm, de acordo com a metodologia

proposta por Rodrigues (2016a).

Dinamica e fungdo folicular

Inicialmente os ovdarios foram localizados por palpagdo transretal, seguindo a
ordem de avaliagdo (primeiro ovario direito e depois o ovario esquerdo) e avaliado o
desenvolvimento folicular por ultrassonografia em modo B. Logo em seguida, as
imagens do foliculo dominante e do foliculo pré-ovulatério foram gravadas com o
recurso Doppler colorido ativado, permitindo assim posterior avaliagdo do fluxo
sanguineo. Foi considerado foliculo atrésico aquele com perda da deteccdo do fluxo
sanguineo e progressiva diminui¢do no diametro ao longo das avaliagdes. As avaliacdes
ultrassonograficas da dindmica folicular foram realizadas a cada 12 horas, comegando
no Dia 8 até a ovulacdo ou até 108h apds a retirada do dispositivo intravaginal de P4
(Figura 1). O momento da ovulacdo foi definido pelo intervalo entre a retirada do
dispositivo intravaginal de P4 e a ovulagdo. E a ovulagdo foi caracterizada pelo
desaparecimento do maior foliculo presente no exame anterior, denominado foliculo
pré-ovulatério, e com consequente formacao do CL. A taxa de crescimento do foliculo
pré-ovulatorio (TXFOL) foi obtida pela diferenca entre o didmetro do foliculo pré-
ovulatério (DFOL) e o didmetro do maior foliculo na primeira avaliagdo no Dia 8
(DFOLS) dividido pelo periodo de crescimento e expresso na unidade de milimetros por
dia (mm/d) (ANDRADE, 2012a). Além disso, utilizou-se a ultrassonografia modo B
para calcular a area total da parede do foliculo dominante de cada animal. Esta medida
foi conseguida pela subtragdo da area da parede interna do foliculo e pela area da parede
externa do foliculo, para determinar a area total da parede do foliculo dominante no Dia
8 (APFOLS) e no Dia 10 (APFOL10) do protocolo de sincronizacdo e também a area da
parede do foliculo pré-ovulatério (APFOL).

As imagens dos foliculos foram armazenadas também com recurso Doppler
colorido ativado (Figura 2) para quantificar a area de vascularizacdo da parede do

foliculo dominante no dia oito (VASFOLS), no dia dez (VASFOLI10) e a area de
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vascularizagdo da parede do foliculo pré-ovulatorio (VASFOL). Além disso, calculou-
se a area total da parede do foliculo em cada animal, utilizando uma fun¢@o do proprio
aparelho, conforme Figura 2. Posteriormente, fez-se o calculo da 4rea de vascularizagdo
utilizando o cursor para se determinar a area de vasculariza¢do na parede do foliculo. O
percentual de vascularizagdo na area da parede do foliculo dominante no dia oito
((%PVFOLS), no dia dez (%PVFOL10) e do protocolo de sincronizacio e no foliculo
pré-ovulatorio (%PVFOL) foi obtido pela razdo entre a area de vascularizacdo e area

total da parede folicular, de acordo com a metodologia proposta por Rodrigues (2016a).

Figura 3 -Imagens ultrassonograficas do foliculo dominante: imagem A - foliculo com
areas de baixa vascularizacdo com sinais Doppler colorido, imagem B -
foliculo com éareas de alta vascularizagdo com sinais Doppler colorido e
imagem C - foliculo com sinais Doppler colorido com d&rea irrigada
delimitada.

Mensuracgoes e vascularizacdo luteal

As avaliagdes do corpo luteo do diestro subsequente foram realizadas pela
ultrassonografia modo B e Doppler colorido no Dia 24 do protocolo de sincronizacao,
ou seja, 12 dias apds a ultima avalia¢do ultrassonografica do foliculo (Figura 3). Apds a
localizacdo do ovario contendo o CL, o mesmo foi analisado por ultrassonografia em

modo B e a imagem do CL foi congelada para mensuragdo do diametro (DCL), area
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total (ACL) e volume do CL (VCL). Nos CLs cavitarios, foi calculada a area da
cavidade luteal e subtraida da area total do CL. O volume da cavidade luteal foi
subtraido do volume do corpo luteo para se determinar o volume do tecido luteal em
corpos luteos cavitarios, conforme metodologia descrita por Kastelic et al. (1990).

As imagens luteais foram armazenadas e calculou-se a area de vascularizagao do
corpo luteo (AVASCL) de cada animal, empregando uma fungdo do proprio aparelho.
Para determinagdo do percentual de vascularizagdo da 4rea do corpo luteo (%PVASCL)
foi realizada a razao entre a area de vascularizagdo e area total do corpo luteo, de acordo

com metodologia proposta por Aréas (2012).

Figura 4 - Imagens ultrassonograficas do corpo luteo: Imagem A - corpo liteo
compacto com sinais Doppler colorido, imagem B - corpo luteo cavitario
com sinais Doppler colorido e imagem C - corpo luteo com sinais Doppler
colorido com area irrigada delimitada.

Coletas de sangue e dosagem hormonal

As amostras de sangue para dosagem da concentragdo sérica de P4 foram
coletadas em diferentes momentos do protocolo de sincronizagao nos dias zero, oito, 10
e 24 (DO, D8, D10 e D24), por meio da pungdo venosa coccigea em tubos a vacuo de
10mL sem anticoagulante (VACUTAINER, Becton, Dickinson and Company, Franklin

Lakes, NJ, EUA) e imediatamente refrigerado em isopor contendo gelo e permanecendo
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a uma temperatura de 4°C. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 3.000G
por 15 minutos para separacdo do soro, transferidas para microtubos de polietileno,
identificadas e armazenadas a -20°C at¢ o momento da analise, no Laboratério de
Imunologia Celular e Molecular da UFBA. As analises da concentragdo de P4 foram
realizadas pela metodologia da quimioluminescéncia, utilizando o Imunoensaio access
immunoassay systems progesterone (Beckman Coulter, Fullerton, CA, USA), no
Laboratério de Imunologia do Instituto de Ciéncias da Satde (ICS) da UFBA. O
cocficiente de variagdo do intra-ensaio e inter-ensaio foi de 6,25% e 8,95%;

respectivamente e a sensibilidade do ensaio foi de 0,016ng/mL.

Delineamento experimental e analise estatistica

Os quatro grupos experimentais foram analisados em um arranjo fatorial (2x2)
com base em um delineamento inteiramente casualizado, sendo o primeiro fator a
aplicagdo de PGF2a no dia zero (niveis 0 e 12,5 mg), enquanto o segundo fator foi a
aplica¢do de eCG no dia oito do protocolo (niveis 0 e 300 UI). A anélise estatistica foi
realizada utilizando-se o pacote estatistico Statistical Package for Social Science
(SPSS) versao 19 (SPSS, 2012). Para tanto, realizou-se a seguinte sequéncia de analises:
1- A média e desvio padrao das variaveis de interesse ao estudo foram obtidas por meio
da analise descritiva; 2- As diferencas entre as variaveis de interesse: diametro do
foliculo dominante e pré-ovulatorio (DFOLS, DFOL10 e DFOL), taxa de crescimento
folicular (TXFOL), area da parede do foliculo dominante e pré-ovulatorio (APFOLDS,
APFOLDI10 e APFOL), area de vascularizacdo do foliculo dominante e pré-ovulatorio
(VASFOLDS8, VASFOLDI10 e VASFOL), percentual da area de vascularizagdo do
foliculo dominante e pré-ovulatorio (%PVFOLS, %PVFOL10 e %PVFOL), diametro do
corpo luteo (DCL), area do corpo luteo (ACL), volume do corpo luteo (VCL), area de
vascularizagdo do corpo luteo (AVASCL), percentual da area de vascularizagdo do
corpo luteo (%PVASCL) e as andlises das concentragdes séricas de progesterona
(P4DO0, P4ADS, P4D10 e PADCL) nos diferentes grupos experimentais foram avaliadas
pela analise de variancia (ANOVA) seguido do teste de Tukey. Para todas as analises

foram considerados nivel de significancia de 5%.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Dindmica e fungdo folicular

Do total de 30 animais, quatro nao ovularam ao protocolo de pré-sincronizacao,
sendo excluidos desta etapa do estudo. Sendo assim, para a analise das caracteristicas
relacionadas a dinamica e funcao folicular foram utilizadas 26 fémeas distribuidas entre
os grupos experimentais da seguinte forma: Alta P4-S/eCG (n=6), Alta P4-C/eCG
(n=7), Baixa P4-S/eCG (n=6) e Baixa P4-C/eCG (n=7). Para as variaveis de interesse
ndo foi encontrada interacdo entre os tratamentos. Neste estudo foi verificado que a
presenca de um CL no inicio do protocolo de sincronizacdo para IATF elevou
significativamente a concentragdo circulante de P4 no momento da sincronizagdo da
ovulacdo, este cenario hormonal impactou negativamente no diametro do foliculo no
Dia 10 (P=0,01), no didmetro do foliculo pré-ovulatério; (P=0,02) e na area de
vascularizagdo da parede do foliculo pré-ovulatorio (P=0,04) em comparacao as fémeas
com baixa concenentragdo de P4 (Tabela 1 e Figura 5).

Estes achados enfatizam a importancia de um adequado ambiente enddcrino
durante o crescimento e maturacdo do foliculo ovulatério nos protocolos de
sincronizagdo para IATF. Alguns estudos relatam que altas concentragdes circulantes de
P4 pré-ovulatérias podem diminuir a eficiéncia dos protocolos de sincronizagao e
podem estar relacionadas com a reducdo na pulsatilidade de LH, desencadeando
diminui¢do no desenvolvimento folicular e consequentemente no didmetro do foliculo
ovulatério (DADARWAL et al., 2013; MARTINS et al., 2014; SALES et al., 2015).

Os resultados desta pesquisa sdo consistentes com os encontrados por Pegorer et
al. (2011), os quais utilizaram a administracdo ou ndo de PGF2a no inicio do protocolo
de sincronizagdo para IATF em novilhas Nelore para proporcionar um ambiente
hormonal com diferentes concentragdes circulante de P4 e observaram que baixas
concentragdes circulantes de P4 pré-ovulatorias elevaram a frequéncia de pulsos de LH
favorecendo o crescimento folicular e o aumento no diametro do foliculo dominante
(Alta P4: 10,3£0,22mm e Baixa P4: 9,3+0,21mm) permitindo assim que este foliculo

alcance maior didmetro ovulatorio.
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Tabela 1- Médias e Desvios-padrio dos pardmetros de dindmica folicular (mm e cm?),
taxa de crescimento folicular (mm/d), vascularizagdo folicular (cm® e %), e
momento da ovulagdo (h) avaliados por ultrassonografia modo B e Doppler
colorido e as concentragdes séricas de progesterona (ng/mL) nos dias 0, 8 ¢ 10
do protocolo de sincronizagdo nos diferentes grupos experimentais nas fémeas

mesticas.
Grupos Experimentais
VT Alta P4- Alta P4- Baixa P4- Baixa P4- Levllor (el (=)
S/eCG (n=6) C/eCG (n=7) S/eCG (n=6) C/eCG (n=7)

DFOLS (mm) 8,70+2,10 9,37+1,40 10,78+2,31 11,67+2,55 0,06 10,19+2,35
DFOL10 (mm) 8,78+2,04a 10,67+1,65ab  13,1243,52b 13,37+2,34b 0,01 11,46+2,93
DFOLV (mm) 9,48+2,12a 11,82+2,64ab  13,66+2,58b 14,17+2,22b 0,02 12,36+2,91
TXFOL (mm/dia) 0,03+0,02 0,0540,01 0,07+0,02 0,07+0,03 0,52 0,06+0,02
APFOLS (cm®) 0,3340,13 0,42+0,12 0,51+0,17 0,56+0,17 0,53 0,46+0,17
APFOL10 (cm®) 0,25+0,14a 0,52+0,25ab  0,58+0,24ab 0,67+0,12b 0,01 0,51+0,23
APFOL (cm?) 0,33+0,12a 0,47+0,13ab  0,54+0,25ab 0,6440,17b 0,02 0,50+0,20
VASFOLS (cm®) 0,07+0,04 0,08+0,04 0,13+0,06 0,14+0,01 0,23 0,10+0,06
VASFOLI10 (cm®) 0,11+0,04a 0,18+0,10b 0,17+0,04ab 0,17+0,08ab 0,34 0,16+0,07
VASFOL (cm?) 0,09+0,04a 0,15+0,05ab  0,18+0,09b 0,18+0,04b 0,04 0,15+0,06
%PVFOLS (%) 16,67+12,37  18,86+6,33 29,00+12,88 21,20+3,49 0,12 21,92+10,68
%PVFOL10 (%) 20,29+10,49  24,83+15,14  22,00+7,98 32,80+2,96 0,59 24,27+5,95
%PVFOL (%) 42,17£15,31  37,29+£21,53  25,29+6,10 32,80+12,27 0,26 34,20+15,89
MOV (horas) 96,00+13,14a 94,29+10,79a 74,40+21,46ab 61,50+11,89b 0,03 80,77+20,23
P4DO0 (ng/mL) 4,58+1,06 5,9443,49 6,54+3 21 5,48+3,40 0,38 5,604+2,91
P4D8 (ng/mL) 7,56+3,70a 7,9542,90a 1,7241,16b 1,5540,74b 0,001 4,69+2,87
P4D10 (ng/mL) 0,25+0,51 0,52+0,31 0,36+0,18 0,41+0,16 0,48 0,51+0,47

&b Médias seguidas por letras minusculas distintas na mesma linha diferem entre si, P<0,05. ANOVA, teste Tukey.
Grupo Alta P4-S/eCG: ndo aplicagdo de PGF20 no DO ¢ sem administragdo de eCG no dia 8 do protocolo de
sincronizagdo; Grupo Alta P4-C/eCG: ndo aplicacdo de PGF2a no DO e com administracdo de eCG no dia 8 do
protocolo; Grupo Baixa P4-S/eCG: aplicagdo de PGF2a no DO e sem administragdo de eCG no dia 8 do protocolo de
sincronizagdo; Grupo Baixa P4-C/eCG: aplicacdo de PGF20 no DO e com administragdo de eCG no dia 8 do
protocolo de sincronizagdo; DFOLS: Diametro do foliculo dominante no Dia 8; DFOL10: Diametro do foliculo
dominante no Dia 10. DFOLV: Diametro do foliculo ovulatério. TXFOL: Taxa de crescimento do foliculo
ovulatério. APFOLS: Area da parede do foliculo no Dia 8; APFOL10: Area da parede do foliculo no Dia 10. APFOL:
Area da parede do foliculo ovulatorio. VASFOLS: Area de vascularizagio da parede do foliculo no Dia 8;
VASFOL10: Area de vascularizagdo da parede do foliculo no Dia 10. VASFOL: Area de vascularizagio da parede do
foliculo ovulatorio. %PVFOLS: Percentual de vascularizagdo da parede do foliculo no Dia 8; %PVFOL10: Percentual
de vascularizacdo da parede do foliculo no Dia 10. %PVFOL: Percentual de vascularizagdo da parede do foliculo
ovulatorio. MOV: momento da ovulagdo. P4D0: concentragdo de progesterona no Dia 0. P4D8: concentracdo de
progesterona no Dia 8. P4D10: concentragao de progesterona no Dia 10.
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Figura 5 — Didmetro do foliculo dominante (mm) nos dias 8 e 10, didmetro do foliculo
pré-ovulatorio (mm) e concentragdo sérica de progesterona (ng/mL) nos dias
0, 8 e 10 do protocolo de sincronizagdo nos diferentes grupos experimentais
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Resultados semelhantes foram encontados por Pfeifer et al. (2009) em que
estudaram o efeito da concentragdo circulante de P4 em um protocolo de sincronizagao
para IATF sobre a dinamica folicular e o perfil hormonal em vacas de corte Bos taurus
taurus. Estes autores observaram que as vacas que apresentavam baixa concentragao
circulante de P4 tiveram maior foliculo dominante (14,3%0,51mm) e ovulatério
(16,5£0,52mm) em comparagdo as vacas do grupo alta concentracdo de P4 (foliculo
dominate: 12,310,34 e ovulatorio: 14,2+0,34mm). Carvalho et al. (2008) trabalharam
com novilhas mestigas ciclicas e submetidas a aplicagdo ou nao de PGF2a no dia 0 do
protocolo de sincronizagdo objetivando alcangar animais com e sem CL no inicio do
protocolo, os mesmos verificaram que altos niveis circulantes de P4 pré-ovulatérios
comprometeram o crescimento do diametro do foliculo dominante e ovulatdrio, os
animais que apresentaram alta concentracdo de P4 tiveram menor didmetro do foliculo
dominante e ovulatério (10,5+0,4el11,7+0,5mm) em comparagdo as que tiveram
concentracao de P4 (11,9+0,4 ¢ 12,6+0,4mm)

De forma geral, os achados deste experimento estdo de acordo com a literatura,
que descreve que um cenario com baixa concentragdo de P4 estimula um padrdo de
liberacdo de LH de alta frequéncia e baixa amplitude promovendo um ambiente
hormonal para o desenvolvimento e maturagdo folicular, possibilitando que o foliculo

dominante alcance a frequéncia de pulsos de LH aumenta, o foliculo dominante
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continua o seu crescimento possibilitando alcangar um adequado didmetro e elevadas
concentragdes de estradiol tornando-se responsivo a indugdo do pico pré-ovulatério de
LH e a ovulacdo (ROBERSON et al., 1989; CARTER et al., 2008).

Uma estratégia que pode ser utilizada em animais que apresentam limitagdo na
pulsatilidade de LH devido a alta concentragdo de P4 pré-ovulatorias é a aplicagdo da
eCG (DIAS et al., 2009; PERES et al., 2009). Esta glicoproteina tem impacto positivo
no desenvolvimento do foliculo dominante, aumento no tamanho do foliculo ovulatorio,
melhora na taxa de ovulagdo e consequentemente na concentragdo de P4 do CL no
diestro subsequente (GARCIA-ISPIERTO et al., 2012). Neste estudo observou-se que a
administracdo da eCG na remog¢ao do dispositivo intravaginal de P4 em fémeas com alta
concentracgdo circulante de P4 no momento da sincronizagao da ovulacao foi capaz de
equiparar o diametro do foliculo no D10 (P>0,05), diametro do foliculo pré-ovulatério
(P>0,05) e a area de vascularizagdo da parede do foliculo pré-ovulatorio; (P>0,05)
dessas vacas com as que apresentavam baixa concentragdo circulante de P4 (Tabela 1 ¢
Figura 5). Esses resultados estdo de acordo com Dias et al. (2009) e Peres et al. (2009),
os quais relataram que a aplicagdo de eCG promove um estimulo na liberagdo de
gonadotrofinas e assim pode fornecer um suporte gonadotrofico adequado para o
desenvolvimento do foliculo ovulatério. Desta forma, a administragio de eCG
apresenta-se como uma estratégia para atenuar o impacto negativo das altas
concentracdes circulantes de P4 no momento da sincronizagdo da ovulagdo em
protocolos de IATF.

Sa Filho et al. (2010b) estudaram a influéncia da presenca ou auséncia do CL no
inicio do protocolo de IATF a base de Norgestomet ¢ VE em novilhas Nelore e que
receberam ou nao 400Ul de eCG no momento da sincronizagdo da ovulacao. Esses
autores verificaram efeito positivo do tratamento com eCG em aumentar o didmetro do
foliculo dominante no dia 8 ¢ 10 do protocolo, na taxa de crescimento folicular e taxa de
ovulagdo de novilhas e semelhantemente aos resultados encontrados neste trabalho as
fémeas que tinham CL e nao receberam eCG no momento da remocao do dispositivo de
P4 apresentaram menor diametro do foliculo ovulatério no dia 10 (9,4+0,3
x10,6+0,3mm) e reduzida taxa de crescimento folicular (0,68+0,1 x 1,254+0,1mm/dia)
em comparacdo com as fémeas que apresentavam CL no inicio do protocolo e que

receberam eCG no momento da remocao do dispositivo de P4. Além disso, os autores
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observaram que as novilhas, que ndo tinham CL no inicio do protocolo e que receberam
eCG apresentaram maior didmetro do foliculo ovulatério no dia 10 do protocolo
(10,8+0,4 x 9,6+£0,5mm) e taxa de crescimento folicular (0,86+0,2 x 0,534+0,Imm/dia)
em comparacdo as fémeas sem CL no inicio do protocolo e que ndo receberam eCG.
Segundo Rensis e Lopes-Gatius (2014), esse efeito positivo desta glicoproteina pode ser
atribuido ao incremento na esteroidogénese nas células da teca e da granulosa do
foliculo dominante e ovulatorio proporcionando melhor crescimento folicular.

Contrariamente aos resultados deste estudo, Souza et al. (2009) estudaram a
dindmica folicular em vacas holandesas submetidas a um protocolo de sincronizagdo a
base de P4+BE com aplicacdo ou ndo de eCG no momento da retirada dos dispositivo
intravaginal de P4 e ndo verificaram diferenca significativa nas caracteristicas do
foliculo ovulatorio (sem eCG: 14,3+0,5mm e com eCG: 13,6+£0,4mm) entre as fémeas
que receberam ou ndo a gonadotrofina, entretanto, estes autores ndo levaram em
consideragdo as concentragoes circulantes de P4 no momento da sincronizagdo da
ovulagdo. Ferreira et al. (2013) desenvolveram um experimento para avaliar o efeito da
eCG nos parametros foliculares e luteais de vacas leiterias de alta producdo e também
ndo observaram efeito no didmetro do foliculo ovulatério para as fémeas tratadas com
eCG (15,4£0,6mm) ou ndo (14,9+0,7mm) em um protocolo de sincronizagdo para
IATF. Para eles, o efeito da eCG foi evidenciado apenas em fémeas com baixo escore
de condi¢do corporal e no periodo de anestro pds-parto. De acordo com Shephard
(2013), os animais nesta condi¢do fisiologica apresentam insuficiente suporte de LH,
um inadequado crescimento do foliculo dominante e subsequente falha na ovulagdo ou
formag¢ao de um CL com ineficiente produgdo de P4. Assim o tratamento com eCG
pode aumentar o suporte de gonadotrofinas para o foliculo, melhorando o
desenvolvimento folicular e a probabilidade de ovulacao (PRATA et al., 2017).

Apesar de existirem estudos relacionando a dinamica folicular e o fluxo
sanguineo do foliculo (LUTTENAU et al., 2011; GINTHER, 2014; TARSO et al.,
2016) e outros investigando o efeito de diferentes concentracdes circulantes de P4 sobre
os parametros foliculares e luteais (PFEIFER et al., 2009; CIPRIANO et al., 2011;
CARVALHO et al., 2016) em fémeas submetidas a um protocolo de IATF, ainda ha

uma escassez de trabalhos que caracterizem a vascularizagdo folicular e luteal em



58

animais com diferentes cenarios hormonais ¢ com administragdo ou nao de eCG em um
protocolo de sincronizac¢do da ovulagao.

De acordo com Acosta et al. (2003), a area de vascularizagdo da parede do
foliculo ¢ um indicador da predigdo de maturidade folicular e a proximidade da
ovulacdo. Corroborando Acosta e Miyamoto (2004) afirmaram que um adequado fluxo
sanguineo na parede do foliculo proximo ao momento da ovulagdo € essencial para
promover um suporte sanguineo as células foliculares de gonadotrofinas, nutrientes e
substratos hormonais necessarios para a maturagao e a ovulacao do foliculo

Nesta pesquisa a area de vascularizagao do foliculo pré-ovulatério dos animais
com alta concentracdo de P4 no momento da sincronizagdo da ovulacdo e que foram
tratadas com eCG no dia da remoc¢do do dispositivo de P4 foi semelhante aos das
fémeas com baixa concentragdo circulante de P4 que receberam ou ndo eCG. Os
resultados encontrados neste trabalho para a area de vascularizacdo do foliculo
ovulatério corroboram com a literatura que descreve que no periodo pré-ovulatério
juntamente com o aumento do diametro do foliculo ovulatorio ocorre uma elevacao no
fluxo sanguineo folicular o que resulta em um acréscimo significativo da area de
vascularizagdo do foliculo (ACOSTA et al., 2003; SIDDIQUI et al., 2009; TARSO et
al., 2016). Neste estudo foi observado que a aplicagdo da eCG promoveu melhora no
desenvolvimento e vascularizagdo do foliculo nas fémeas que apresentavam alta
concentragdo circulante de P4 no inicio do protocolo, amenizando o impacto negativo
destas no momento da sincronizagao da ovulacdo. Este aumento pode ser atribuido a
esta gonadotrofina agir nas células da teca e da granulosa do foliculo e pela ativacdo de
moléculas angiogénicas e vasodilatadoras promovendo incremento no fluxo sanguineo
(HOMNENS et al., 2009).

Em relagdo ao momento da ovulagdo, as fémeas que apresentavam alta
concentragdo circulante de P4, demonstraram um maior intervalo entre a retirada do
dispositivo intravaginal e a ovulagdo, em comparagdo as fémeas com baixa
concentragdo (P<0,05). Além disso, observou-se que as vacas que apresentavam baixa
concentragdo circulante de P4 e que foram tratadas com eCG ovularam mais
precocemente do que as vacas com baixa concentra¢do de P4 no momento da
sincronizagdo da ovulacdo e que ndo foram tratadas com eCG (P=0,03; Tabela 1 e

Figura 6).
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Figura 6 - Momento da ovulagdo (h) em relagdo a retirada do dispositivo intravaginal
deprogesterona nos diferentes grupos experimentais.

Alta P4-C/eCG 94,29a

0,00 12 ,00 24 ,00 36, 00 48, 00 60 00 72 00 84 00 96 00 108,00

Horas apos a retirada do dispositivo de P4

Grupo Alta P4-S/eCG: ndo aplicagdo de PGF2a no DO ¢ sem administragdo de eCG no dia 8 do protocolo de
sincronizagdo; Grupo Alta P4-C/eCG: ndo aplicacdo de PGF2a no DO e com administracdo de eCG no dia 8 do
protocolo; Grupo Baixa P4-S/eCG: aplicagdo de PGF2a no DO ¢ sem administragdo de eCG no dia 8 do protocolo de
sincronizagdo; Grupo Baixa P4-C/eCG: aplicagdo de PGF2a no DO e com administragdo de eCG no dia 8 do
protocolo de sincronizagao.

Uma reduzida concentra¢do circulante de P4 no momento da retirada do
dispositivo intravaginal de P4 esta associada ao aumento na frequéncia de pulsos de LH
que estimula o crescimento do foliculo dominante e a secrecao de estradiol, este cenario
hormonal possibilita que este foliculo alcance maturidade folicular e a capacidade
ovulatéria, e assim o momento da ovulagdo ocorre mais precocemente (DIAS et al.,
2009; PERES et al., 2009). De forma semelhante a este estudo, Sales et al. (2015)
avaliaram o efeito da concentracdo de P4 durante o protocolo de sincronizagdo da
ovulacdo em um protocolo de IATF em vacas Nelore e verificaram que as fémeas com
baixa concentracdo de P4 ovularam mais precocemente (68,4+2,3h) em comparacio as
vacas com alta concentra¢dao de P4 (73,7+2,9h). Isto ocorre por que os animais com
baixa concentragdo circulante de P4 apresentam elevadas concentragdes de LH durante
o crescimento do foliculo dominante, o que leva a inducdo prematura dos receptores de

LH e competéncia ovulatoria nestas fémeas (PFEIFER et al., 2009).
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No entanto, Carvalho et al. (2008) ndo observaram diferenca no intervalo entre a
remocao do dispositivo intravaginal de P4 ¢ o momento da ovulagdo nas novilhas Bos
taurus indicus que receberam ou ndo PGF2a no inicio do protocolo e as fémeas com
baixa concentragdo circulante de P4 (73,9+0,9h) apresentaram semelhante intervalo
entre a remoc¢do do dispositivo intravaginal de P4 ¢ o momento da ovulacio em
comparagdo com as fémeas com alta concentracdo circulante de P4 no momento da
sincronizagdo da ovulagao (76,2+1,3h).

As vacas que nao foram tratadas com PGF2a no inicio do protocolo de
sincronizagdo apresentaram maiores concentragdes circulantes de P4 no D8 (P=0,001;
Tabela 1), em média, neste momento, esses animais apresentaram uma concentragao
sérica de P4 de 7,76ng/mL, ressalta-se que a origem desta alta concentracdo advém de
uma fonte endogena (CL) e exodgena (dispositivo intravaginal) de P4. As vacas que
foram tratadas com PGF2a no inicio do protocolo de sincronizagdo apresentaram
menores concentragdes circulantes de P4 no D8 (P=0,001; Tabela 1, Figura 5), em
média, neste momento, esses animais apresentaram uma concentracdo sérica de P4 de
1,64ng/mL, e esta concentragcdo provém de apenas uma fonte exogena (dispositivo
intravaginal) de P4.

Macmillan et al. (1991a) estudaram o perfil hormonal em novilhas Bos taurus
taurus ovariectomizadas tratadas por 12 dias com um dispositivo intravaginal contendo
1,9¢g de P4 e observaram que a concentragdo sanguinea média de P4 neste periodo foi de
5,eng/mL. Segundo Rahe et al. (1980) baixas pulsatilidade de LH podem ser
encontradas quando as concentragdess plasmatica de progesterona estdo elevadas, entre
5 a 8ng/mL. Sendo assim, os altos niveis circulantes de P4 no momento da
sincroniza¢do da ovulacdo observadas nos animais do grupo Alta-P4 estdo proximos aos
valores encontrados para vacas gestantes de 10,45ng/mL (RODRIGUES et al., 2016b),
e este cendrio hormonal inviabiliza a maturacao folicular e consequente ovulagao.

Quando a fémea se encontra em um ambiente hormonal com eclevadas
concentragdes circulantes de P4 pré-ovulatorias ocorre um feedback negativo na
secre¢cdo de GnRH pelo hipotdlamo e diminuicdo na pulsatilidade de LH, sendo esta
condi¢do determinante para o desenvolvimento de foliculos de menores didmetros

(CIPRIANO et al., 2011; CARVALHO et al., 2016).
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Caracteristicas morfofuncionais do corpo luteo

Neste trabalho foi verificado que no protocolo de sincronizagao seis vacas nao
ovularam, pertencentes aos seguintes grupos: Alta P4-S/eCG (2), Alta P4-C/eCG (2) e
Baixa P4-S/eCG (2), portanto ndo apresentaram corpo luteo, sendo assim excluidas
desta analise estatistica. As fémeas que apresentavam alta concentragdo circulante de P4
no momento da sincronizacdo da ovulagdo e que ndo receberam eCG apresentaram
menor didmetro (P=0,03), volume (P=0,01) e 4rea de vascularizacdo do CL no diestro
subsequente ao protocolo (P=0,02) em comparagdo as vacas com baixa concentragdo de
P4 que receberam ou ndo eCG, conforme Tabela 2 e Figura 7. Os niveis circulantes de
P4 pré-ovulatorios tém sido relatados como importante fator que interfere na eficiéncia
dos protocolos de sincronizagdo, no desenvolvimento do foliculo dominante e
consequentemente no diametro e fun¢ao do CL no diestro subsequente (SOUZA et al.,
2009; MARTINS et al., 2014; SALES et al., 2015).

Resultados semelhantes aos desta pesquisa foram encontrados por Pfeifer et al.
(2009), os quais avaliaram o efeito da aplicacdo ou ndo PGF2a em fémeas de corte Bos
taurus taurus no inicio do protocolo de sincroniza¢dao e observaram que as vacas com
baixa concentracdo de P4 no momento da sincronizagdo da ovulacdo tiveram maior
diametro (24,7+0,69mm) e a producao de P4 (4,0+0,3ng/mL) em comparacao as fémeas
com alta concentracdo circulante de P4, 22,240,76mm e 3,1+0,2ng/mL,
respectivamente. Carvalho et al. (2008), estudaram a dinamica folicular em fémeas Bos
taurus indicus, Bos taurus taurus e seus mesticos ¢ verficaram diferenca significativa
nos animais com baixa concentragdo de P4 em comparagdo as fémeas com alta
concentracdo de P4 para o didmetro do CL (18,3+0,6 x 16,4+0,8mm, P<0,05) no
entanto, ndo observaram diferenca na producdo de P4 (4,5+0,4 x 4,6+1,0 ng/mL,
P=0,70) do CL no dia 22 do protocolo de sincroniza¢ao da ovulagao.

O desenvolvimento de um CL com condi¢des de manter a prenhez depende de
um foliculo com adequado niimero de células da granulosa, da presenga de receptores
de LH nas células da teca e da granulosa do foliculo e posterior capacidade de sintetizar
adequadas quantidade de P4 depois da luteinizagdo (PERRY et al., 2005;
VASCONCELOS et al., 2013). De acordo com Luttgenau et al. (2011) baixas

concentracoes de P4 no momento da sincronizacdo da ovulacdo favorecem o
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crescimento folicular e possivelmente foliculos com maiores diametros desencadeiam a
formagao de um CL no diestro subsequente de maior tamanho e producao de P4. Uma
adequada concentragao de P4 durante o diestro ¢ fundamental para o desenvolvimento
embrionario, producao de interferon-tau e estabelecimento e manutengao da prenhez em

vacas (MANN e LAMMING, 2001).

Tabela 2 - Médias e Desvios-padrao dos parametros morfofuncionais do corpo luteo
avaliados por modo B (mm e cm?®) e Doppler colorido (cm® e %) e as
concentragdes séricas de progesterona (ng/mL) no dia 24 do protocolo de
sincronizagdo nos diferentes grupos experimentais.

Grupos Experimentais

VARG Alta P4- Alta P4 - Baixa P~ BamaPa.  [valer  Geral (n=20)

S/eCG (n=4) C/eCG (n=5) S/eCG (n=4) C/eCG (n=7)

DCL (mm) 17,66=1,89a  19,28+1,90ab  2325+4,46b  22,57+4,13b 0,03 20,78+3,91
ACL (cm?) 2,54+0,31 2,54+0,70 3,68+1,04 3,49+1,29 0,09 3,07+1,01
VCL (cm?) 2,78:091a  3,35+1,16ab  522+2,12b  594+227b 0,01 4,3842,12
AVASCL (em®)  0,8240,29a  1,05£037ab  1,21£027b  1,54+0,39b 0,02 1,1440,39
%PVASCL (%)  2620+13,75  33,174#14,02  42,0042331  26,86+5,90 0,32 31,18+14,35
P4D24 (ng/mL) 4,9243 34 9,30+7,74 8,97+2,24 13,0143,88 0,08 9,42+5,53

~®Médias seguidas por letras mintsculas distintas na mesma linha diferem entre si, P<0,05. ANOVA, teste Tukey.

Grupo Alta P4-S/eCG: ndo aplicagdo de PGF2a no DO e sem administragdo de eCG no dia 8 do protocolo de
sincronizagdo; Grupo Alta P4-C/eCG: ndo aplicacdo de PGF2a no DO e com administracdo de eCG no dia 8 do
protocolo; Grupo Baixa P4-S/eCG: aplicagdo de PGF2a no DO e sem administragdo de eCG no dia 8 do protocolo de
sincronizagdo; Grupo Baixa P4-C/eCG: aplicacdo de PGF2a no DO e com administragdo de eCG no dia 8 do
protocolo de sincronizagio; DCL: Didmetro do corpo luteo. ACL: Area do corpo liiteo. VCL: Volume do corpo liiteo.
AVASCL: Area de vascularizagio do corpo luteo. %PVASCL: Percentual de vascularizagio do corpo liiteo; P4D24:
Concentragdo de progesterona do corpo ltiteo.

Em relacdo a administragdo da eCG e as caracteristicas morfofuncionais do CL
subsequente ao protocolo de sincronizagdo, os resultados deste estudo demonstraram
que nas fémeas com alta concentracao circulante de P4 no momento da sincronizagdo da
ovulacdo e que receberam eCG, ocorreu o desenvolvimento de um corpo liteo com
diametro (19,28+1,90mm; P=0,03) semelhante em comparag¢dao as fémeas com baixa
concentragdo circulante de P4 e que receberam ou ndo eCG (Baixa P4-S/eCG:
23,25+4,46mm ¢ Baixa P4-C/eCG: 22,57+4,13mm) no momento da sincronizagdo da
ovulacdo, conforme Tabela 1 e Figura 6. Além disso, uma baixa concentracdo circulante

de P4 no inicio do protocolo de sincronizacdo associada ou ndo ao tratamento com eCG
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produziu um CL subsequente ao protocolo com maior volume (Baixa P4-S/eCG:
5,2242.12 e Baixa P4-C/eCG: 5,94+2.27cm?’; P=0,01), quando comparado ao volume
luteinico dos animais que apresentavam alta concentracdo circulante de P4 ¢ que nao

receberam eCG (3,35i1,16cm2; Tabela 1, Figura 7).

Figura 7 - Diametro (mm) e percentual da 4rea de vascularizacdo do corpo lateo
(%), e concentracdo sérica de progesterona (ng/mL) no dia 24 do
protocolo de sincronizagdo nos diferentes grupos experimentais.
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Grupo Alta P4-S/eCG: ndo aplicagdo de PGF2a no DO ¢ sem administragdo de eCG no dia 8 do protocolo de
sincronizagdo; Grupo Alta P4-C/eCG: ndo aplicacdo de PGF2a no DO e com administracdo de eCG no dia 8 do
protocolo; Grupo Baixa P4-S/eCG: aplicagdo de PGF2a no DO ¢ sem administragdo de eCG no dia 8 do protocolo de
sincronizagdo; Grupo Baixa P4-C/eCG: aplicagdo de PGF20 no DOqu ¢ com administragdo de eCG no dia 8 do
protocolo de sincronizagdo; DCL: Diametro do corpo luteo; %PVASCL: Percentual de vascularizagdo do corpo luteo;
P4D24: Concentragdo de progesterona do corpo luteo subsequente ao protocolo.

Sa Filho et al. (2010b) estudaram o efeito da eCG em novilhas Nelore com a
presenca ou auséncia de CL no inicio do protocolo hormonal para IATF. Estes autores
verificaram que as fémeas que receberam eCG apresentaram maior didmetro do CL
(sem eCG: 13,8+0,3mm e com eCG: 15,520,3mm) no diestro subsequente e produgao
de P4 (sem eCG: 3,610,7 e com eCG: 6,6£1,0mm) no 15 do protocolo de sincronizagao
em comparagdo as que ndo receberam eCG. Além disso, os mesmos observaram que o

diametro do CL no diestro subsequente e a concentracdo circulante de P4 no diestro
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foram maiores em fémeas com CL e que foram tratadas com eCG (15,8+0,4mm) em
comparag¢do aos animais que tinham CL e que ndo receberam eCG (14,1+0,3mm).

No presente estudo, os CLs do diestro subsequente das vacas com alta
concentragdo de P4 no momento da indugdo da ovulagdo e que ndo foram tratadas com
eCG produziram 4,92+3,34ng/mL de P4, ja os CLs do diestro subsequente das vacas
com baixa concentragdo de P4 no momento da inducdo da ovulagdo e que foram
tratadas com esta glicoproteina produziram 13,01+3,88ng de P4/mL, apesar do CL do
diestro subsequente das vacas com baixa concentragdo de P4 no momento da
sincronizagdo da ovulacdo e tratadas com eCG produzir 2,65 vezes mais P4 que as
vacas com alta concentragdo de P4 no momento da sincroniza¢ao da ovulagdo e que nao
receberam este tratamento, ndo se observou diferenca estatistica entre esses grupos
(P=0,08).

Corroborando com esses resultados, Ferreira et al. (2013) verificaram que o
tratamento com eCG no momento da retirada do dispositivo de P4 provocou uma
tendéncia em aumentar o volume (controle: 7,4%0,5cm’ e eCG: 9,8%0,3 cm3) e as
concentragdes plasmaticas de P4 (controle: 3,7+0,6ng/mL e eCG:4,7£0,5ng/mL) apoés
12 dias da ovulagdo em vacas holandesas de alta producao de leite sincronizadas a um
protocolo de IATF. De forma semelhante, Souza et al. (2009) trablharam também com
vacas holandesas ¢ obsevaram uma tendéncia de aumento no volume do CL (sem ¢CG:
5,6iO,4cm3 e com eCG:6,7i‘0,4cm3) e na concentragdo de P4 (sem eCG: 3,5%£0,4ng/mL
e com eCG: 5,8%10,7ng/mL) 12 dias ap6s a ovulagao.

Pulley et al. (2013) realizaram um estudo sobre o efeito da eCG na dindmica
folicular e luteal em vacas holandesas submetidas ao protoclo ao Ovsynch e também
observaram aumento no volume luteal (8,3%0,5cm’) em vacas que receberam este
tratamento em comparagio as que ndo receberam (7,1+0,5cm’), contudo, semelhante a
este trabalho ndo verificaram efeito desta glicoproteina no acréscimo das concentragdes
de P4 (controle: 5,2+0,5ng/mL e com eCG: 5,4%£0,6ng/mL) no dia 9 apos o tratamento.
Para estes autores a eCG falhou em induzir acréscimo nas concentragcdes de P4 pela
adequada nutri¢do dos animais. Keynon et al. (2012) também relataram que a aplicagao
deste farmaco no momento da retirada do dispositivo de P4 promoveu um aumento no

volume total (controle: 6,810,5cm3 e com eCQG: 9,1i0,6cm3), no entanto, falhou em
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elevar as concentragdes de P4(controle: 4,2+0,3ng/mL e com eCG: 5,6%0,2ng/mL) no
dia 14 do protocolo de sincronizacdo em vacas holandesas.

Esses resultados podem ser atribuidos a influéncia da eCG em induzir alteragdes
ao nivel tecidual, celular e molecular no CL, as quais estdo relacionadas com a
capacidade funcional e a sintese de P4 (MOURA et al., 2015). O maior volume do CL
em resposta ao tratamento com e¢CG no grupo alta concentragdo de P4 podem ser
explicados pelo efeito da gonadotrofina na populacdo de células da teca e da granulosa,
induzindo hiperplasia das pequenas e hipertrofia das grandes células luteais, além de
promover aumento no volume de mitocondrias destas células (FATIMA et al., 2012).
Ao nivel molecular esta glicoproteina promove regulacdo do metabolismo lipidico e
alteracdo na expressao de proteinas envolvidas na esteroidogénese, como a STAR,
elevando a produ¢do de P4 (RIGOGLIO et al., 2013; SOUZA et al., 2016).

Sabe-se que o fluxo sanguineo aumenta paralelamente com a concentragdo
circulante de P4 e este determina o status funcional do CL (ACOSTA et al., 2003;
MATSUI e MYAMOTO, 2009). Nesta pesquisa, as fémeas com alta concentra¢do
circulante de P4 e tratadas com e¢CG no momento da sincronizagdo da ovulagdo
apresentaram area de vascularizagio do CL subsequente ao protocolo (1,05+0,37cm’)
semelhante as vacas com baixa concentragao de P4 (1,21+£0,27 e 1,54i0,39cm3; P>0,05;
Tabela 1, Figura 6). Este resultado pode ser explicado devido ao efeito luteotréfico da
eCG em promover aumento no didmetro e fluxo sanguineo do CL (O’HARA et al.,
2014). Segundo Moura et al. (2015), a eCG promove aumento na densidade vascular,
que ¢ essencial para proporcionar melhor fun¢do luteal ao CL. De acordo com Fatima et
al. (2012), esta glicoproteina pode modular a sintese luteal de citokinas, fatores de
crescimento como o VEGF e prercussores hormonais relacionados com a angiogénese
influenciando no suprimento sanguineo para a producdo de P4. O aumento no fluxo
sanguineo ovariano promovido pela administracdo de eCG no grupo alta concentracao
de P4 pode ser devido a ativagdo de moléculas vasodilatadoras e angiogénicas em
resposta a esta gonadotrofina (HONMES et al., 2009).

A utilizacdo da eCG corresponde a aproximadamente 50% dos custos de
aquisicdo dos farmacos usados nos protocolos de sincronizagao para IATF no Brasil.
Atualmente, verifica-se uma aplicagdo indiscriminada desta glicoproteina como suporte

gonadotrofico. Neste experimento o tratamento com eCG nas vacas com baixas
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concentragdes de P4 no momento da ovulagdo da sincroniza¢do ndo impactou na
dindmica e fungdo folicular e tdo pouco na melhora das caracteristicas morfofuncionais
do CL, evidenciando que o tratamento com eCG nos animais nesta condi¢ao fisiologica

demonstra-se desnecessario.

CONCLUSOES

Diante das condigdes que foram realizadas este experimento pode se concluir
que o tratamento com eCG nas vacas com baixas concentragdes de P4 no momento da
sincronizagdo ovulacdo nao impactou a dinamica e fungdo folicular e tdo pouco
melhorou as caracteristicas morfofuncionais do CL desses animais. Observou-se que um
ambiente enddcrino com alta concentragdo circulante de progesterona no momento da
sincronizagdo da ovulac¢do no protocolo de IATF impactou negativamente o didmetro e
a vascularizacgao folicular e luteinica. A administragao da eCG no momento da remogao
do dispositivo de P4 pode ser utilizada como uma estratégia para favorecer uma melhor
resposta folicular e luteal em fémeas que apresentam elevados niveis circulantes de

progesterona no momento da sincronizagao da ovulagao.
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