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RESUMO

Os objetivos deste estudo foram: 1) determinar o didmetro midximo e a taxa de crescimento do foliculo dominante (FD)
em vacas Nelore; 2) determinar o intervalo entre a administragao de PGF, e as manifestagdes de estro; 3) investigar a
influéncia da remogao do FD sobre o mimero de corpos liteos (CL) e foliculos nao ovulados (FNO) determinados por
ultra-sonografia (CLus e FNOus); e 4) determinar as concentragoes de progesterona (P4 ng/ml) e estradiol-17b (E2 pg/ml)
em vacas Nelore submetidas a superovulagao com FSH. Apés os exames ultra-sonogrificos no DO (48 horas antes do
inicio da superovulagio), 42 vacas Nelore foram divididas em 3 grupos experimentais: GI (sem FD. n = 15), GII (com FD,
n=15), e GII (com FD aspirado, n = 12). Sete dias ap6s a primeira inseminagdo artificial (D6), foi determinado o nimero
de CL e FNO e colhidos os embrides (D13). Amostras de sangue foram colhidas em D0, D2, D4 (inje¢io de PGF, ), D6
¢ D13. Os resultados permitem concluir que, embora o didmetro midximo e a taxa de crescimento apresentados pelos FD
tenham sido semelhantes aos descritos previamente em doadoras européias, na raca Nelore a agao do FD sobre a dinimica

folicular ovariana ocorre de maneira diferente.

UNITERMOS: Foliculo ovariano; FSH; Gado Nelore; Ultra-sonografia.

INTRODUCAO

controle fisiolégico do recrutamento, selecao,
crescimento, domindncia e atresia de foliculos
ovarianos ainda nao estd claramente entendido em
bovinos. Com o uso da ultra-sonografia os estudos tém
progredido rapidamente e resultados mais confidveis e
esclarecedores tém sido obtidos, tornando-se este método o
ideal para monitoramento do desenvolvimento folicular's.

Em bovinos tem sido relatada a existéncia de 27%,
37192 e até 4** ondas de crescimento e desenvolvimento
folicular durante um tnico ciclo estral, sendo o foliculo pré-
ovulatério derivado da ultima onda',

Guilbault er al.'*; Huhtinen er al."® e Bungartz e
Niemann® verificaram diminui¢do nos nimeros de corpos
liteos (CL), estruturas recuperadas (ER) e embrides
transferiveis (ET) em fémeas européias superovuladas na
presenca de um foliculo dominante (FD). Por outro lado,
Staigmiller e al.”’, superovulando vacas e novilhas européias,
ndo observaram influéncia da presenga de um grande foliculo
morfologicamente dominante sobre a taxa ovulatéria e o

nimero de ET, e Gray ef al.'* obtiveram resultados semelhantes
com relagio ao nimero de ER. A despeito da menor resposta
superovulatéria observada em animais com FD no inicio da
superovulagdo, Bungartz e Niemann® verificaram que a
aspiragao do FD, dois dias antes do inicio do tratamento
superovulatério, produziu respostas compardveis aquelas de
animais superovulados na auséncia de um FD.

A despeito destes fatores, diferencas nas respostas
superovulatorias de doadoras das subespécies Bos taurus e
Bos indicus tém sido relatadas®. Entretanto, devido a
inexisténcia de estudos sobre a influéncia do FD na resposta
superovulatéria de fémeas Bos indicus, este estudo teve por
objetivo: 1) determinar o diametro maximo atingido pelo
FD e sua taxa de crescimento; 2) determinar o intervalo entre
a administragdo de PGF,_e as manifestacoes de estro; 3)
investigar a influéncia do foliculo dominante sobre o nimero
de corpos liteos e de foliculos nido ovulados (FNO)
determinados por ultra-sonografia (CLus e FNOus); e 4)
determinar as concentragdes de progesterona (P4 ng/ml) e
estradiol-17 (E2, pg/ml), apés superovulagio com FSH, em
vacas Nelore com FD, sem FD e com FD aspirado.
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MATERIALEMETODO

Quarenta e duas vacas Nelore, com idades de 3 a 13
anos, foram selecionadas como doadoras de embrides apés a
detec¢io de um CL nos ovérios e de auséncia de anormalidades
reprodutivas aparentes. Estas fémeas foram mantidas a campo,
recebendo sal mineral ad libitum e suplementagdo quando
necessdrio, de acordo com suas exigéncias nutricionais.

Os ovarios foram examinados por ultra-sonografia
(Scanner 200 Vet; Pie Medical, Maastricht, Netherlands),
utilizando-se as freqiiéncias de 5,0/7,5 MHz, 48 horas antes
do inicio do tratamento superovulatério (D0), no dia do inicio
da superovulagido (D2) e no dia da colheita dos embrides
(D13). Os animais foram divididos em trés grupos: GI, sem
FD (FND, n = 15); GII, com FD (FD, n = 15) e GIII, com FD
aspirado (FDA, n = 12). Um foliculo foi classificado como
nio dominante quando 10 ou mais foliculos de 3-8 mm
estavam presentes em ambos 0s ovirios e como dominante
quando menos do que 10 foliculos de 3-8 mm estavam
presentes’. Todos os exames ultra-sonogrificos foram
registrados em papel fotogrifico (Video Print P67, ECG)
para andlise posterior e sem o conhecimento dos resultados
do tratamento superovulatorio.

No GIII, a aspira¢do do FD foi realizada segundo a
técnica descrita por Bols et al.”. Para a confirmagdo de
dominancia funcional como proposto por Sunderland et
al.®, os liquidos foliculares aspirados foram centrifugados
imediatamente ap6s a colheita e estocados a —20°C para
posterior andlise das concentracoes de P4 e de E2.

Dois dias apds a primeira avaliagio ultra-sonogrifica
(D2), a superovulagdo foi induzida com 8 injegdes
intramusculares de FSH (Pluset, Serovet, Roma, Itdlia)
administradas em doses decrescentes, duas vezes ao dia, por
4 dias consecutivos (manhd/tarde: 62,5 UI/62,5 UL 52,5 Ul/
52,5 UI; 35 UI/35 Ul e 25 UI/25 UL, dose total de 350 UI). A
lutedlise foi induzida simultaneamente com a sexta inje¢ao
de FSH (D4), utilizando-se inje¢do tinica de 1,0 mg de PGF,_
(Ciosin, Coopers, Brasil). Inseminacoes artificiais foram
realizadas com intervalos de 14, 20, 26 e 32 horas apos a
primeira visualiza¢do de estro (D6). No dia da colheita dos
embrides (7 dias apos o estro superovulatério, D13), o nimero
de CL e de FNO foi determinado por ultra-sonografia (CLus
e FNOus); os embrides foram colhidos pelo método nao-
cirirgico™ e avaliados''¥, sendo posteriormente transferidos
cirurgicamente ou submetidos a congelagio.

Amostras de sangue (10 ml) foram colhidas por
venopungao da jugular externa utilizando-se tubos vacutainer
(BECTON & DICKSON, USA) heparinizados para
determinac¢do das concentragdes plasmiticas de P4 e
intrafoliculares de P4 e E2 e ndo heparinizados para
determinagao das concentragoes séricas de E2, nos dias DO,
D2, D4, D6 e DI13. Imediatamente apds a colheita, as
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amostras de sangue e de liquido folicular foram centrifugadas
(2.500 rpm) e estocadas a -20°C até a andlise das
concentragdes hormonais, para as quais foi utilizado RIE de
fase sélida direta (Coat-A-Count TKPG para a P4 e Coat-A-
Count TKE para o E2, DPC, Los Angeles, CA, USA),
seguindo-se as instrugdes do fabricante. A sensibilidade dos
ensaios de P4 plasmaitica e intrafolicular foi de 0,12 ng/ml e
de 0,08 ng/ml, respectivamente, enquanto os erros intra e
interensaios variaram de 3,50% a 13,20% e de 4,30 a 14,80%,
respectivamente. A sensibilidade do ensaio de E2 sérico e
intrafolicular foi de 5,00 pg/ml e de 0,02 ng/ml,
respectivamente, enquanto os erros intra e interensaios
variaram de 4,00 a 7,00% e de 4,20 a 8,10%, respectivamente.

Quando o teste F foi significativo, utilizou-se o teste
de Tukey aproximado ao nivel de 5% de significincia®™. Os
dados estao apresentados em valores de média + erro padrio
da média (EPM).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Em todos os fluidos foliculares aspirados de foliculos
classificados como dominantes no GIII, a proporgao de E2:P4
foi superior a 1,0 pg/ml. Estes resultados confirmaram a
dominincia funcional e ndo apenas morfolégica destes
foliculos™.

O diametro maximo do maior foliculo determinado
no DO (2 dias antes do inicio da superovulagio) nao diferiu
entre os grupos e estd exibido na Tab. 1. No GII, o didmetro
do FD foi menor (p < 0,05) no DO (9,60 + 1,32 mm) em
relagdo ao D2 (12,30 £ 0,13 mm) e apresentou um crescimento
médio didrio de 1,35 mm. Os didmetros maximos dos foliculos
dominantes (FD) observados neste estudo (11,80 a 13,60 mm)
foram similares aqueles relatados por Figueiredo et al.” em
vacas Bos taurus indicus (10 a 12 mm) mas menores que os
descritos em novilhas Bos taurus taurus (14 a 20 mm) por
Savio et al.” e em vacas Bos taurus taurus (15 a 18 mm) por
Murphy et al.”’. A taxa de crescimento do FD observada entre
o D0 e D2 (1,35 mm/dia) foi semelhante a relatada por Sirois;
Fortune™ e por Knopf er al.”, e menor que a verificada por
Savio et al.” e por Murphy et al.*' em vacas européias, mas
foi maior que a descrita em vacas zebu por Figueiredo er al.’.

O intervalo entre a administra¢do de PGF,_e as
manifestagoes de estro nio diferiram entre os grupos (Tab.1).
A porcentagem de fémeas que apresentaram estro na época
esperada (até 48 horas apds a administragao de PGF, ) foi
de 93%. Estes resultados concordam com os relatados por
Gradela et al.” na ragca Nelore, os quais observaram que 100%
das doadoras que recebiam PGF,_durante a superovulagdo
com FSH exibiam estro na época esperada. Entretanto, sdo
diferentes dos resultados de Hassler er al."* e de Donaldson
et al.” em vacas Bos taurus taurus e de Coelho et al.® em
vacas Bos taurus indicus, que verificaram um ndmero
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expressivo de doadoras nao apresentando estro apés a PGF, .
As 3 doadoras que ndo manifestaram sinais de estro
(7%) foram mantidas no estudo e apresentaram concentragoes
de P4 e de E2, bem como respostas superovulatérias (CL,
ER e ET), semelhantes &s demais. Estes resultados levam ao
questionamento da eficiéncia dos sistemas de visualizagdo
de estro, pois sua nao visualizag¢@o pode nio indicar auséncia
de lutedlise, mas sim erros de detecg@o, ocorréncia de estros
noturnos® ou mesmo representar caracteristica do proprio
animal. Métodos adicionais de detecgdo de estro como o
uso de rufides com sistema marcador e determinag@o das
concentragdes de P4 no leite poderiam evitar estes erros.
O nimero médio de CLus e de FNOus nao diferiu
entre os grupos estudados (Tab. 1). A avaliagao ultra-
sonografica tem sido o método de elei¢io para a avaliagao
da resposta ovulatéria em fémeas superovuladas, uma vez
que a palpagdao retal foi julgada como imprecisa,
particularmente quando mais do que 10 CL estavam presentes

nos ovarios®. Por outro lado, os resultados deste estudo
contradizem os descritos em ragas européias em que a
presen¢a de um FD no inicio do tratamento superovulatério
causou diminuigdo na taxa de ovulagdo*''*1%% Segundo
esses autores, isto ocorreu porque o FD atrasou o
aparecimento e reduziu o nimero de foliculos maiores ou
iguais a 7 mm de didmetro. Os resultados deste estudo
permitem inferir que, na raga Nelore, o FD ndo tem o mesmo
efeito sobre o aparecimento e o nimero de foliculos maiores
ou iguais a 7 mm e que, portanto, a dindmica folicular
ovariana se processa de maneira diferente.

As concentragOes plasmaticas de P4 (ng/ml) ndo
diferiram entre os grupos nos dias D0, D2, D4 e D6,
enquanto no D13 elas nao diferiram entre GI e GII ou entre
GII e GIII, mas foram maiores no GI comparadas ao GIII
(Tab. 2). No dia do estro (D6), as concentragoes de P4 foram
menores que as observadas nos outros dias em todos os
grupos, enquanto no DI3 elas foram as mais elevadas,

Tabela 1
Didimetro miximo do foliculo dominante (FD, mm), intervalo entre administragdo de PGF,_e o estro (PGF,_-estro), corpos liteos (CL)
e foliculos nao ovulados (FNO) determinados por ultra-sonografia (us), em vacas Nelore tratadas com FSH.

Gl (FND) Gll (FD) GlIl (FDA)
(n=15) (n = 15) (n=12)
Diametro maximo do FD (mm) 12,60 + 0,40” 12,30 + 0,50° 13,10 + 0,50°
PGF,-estro (h) 42,86 + 2,43° 40,89 + 2,43° 43,17 £2,71°
ClLus 13,33 + 0,94 11,60 + 0,67 10,83 £ 1,27
FNOus 1,27 + 0,59 2,27 +0,54™ 1,83 + 0,54

b Valores na mesma linha ¢ ** valores na mesma coluna diferiram pelo teste de Tukey (p < 0,05). (Nova India Genética. junho a dezembro/

1997).

Tabela 2
Concentragoes plasmiticas de progesterona (ng/ml) observadas nos trés grupos em cada dia estudado.

Dias

Gripes DO D2 D4 D6 D13
Gl 5,10 + 0,36™ 6,12 + 0,51 7.05+ 0,57 0,48 + 0,07™ 30,44 + 2,70"°
Gll 4,91 +0,36™ 6,18 + 0,51 7,46 + 0,64™° 0,56 + 0,07™ 20,82 + 2,70"E°
Gl 4,95 + 0,39™ 5,65 + 0,53 6,84 + 0,67"*¢ 0,45 + 0,07™ 11,00 + 3,08%

**yalores na mesma linha e ** valores na mesma coluna diferiram pelo teste de Tukey (p < 0.05), D0 = primeira avaliag@o ultra-sonogrifica, D2 = inicio da
superovulagio, D4 = administragio de PGF,_, D6 = estro da superovulagdo, D13 = colheita dos embrides. (Departamento de Medicina

Veterindria Preventiva e Reprodugiio Animal, margo/1998).

Tabela 3
Concentragdes séricas de estradiol-17[ (pg/ml) observadas nos trés grupos em cada dia estudado.
Dias
Grupos DO D2 D4 D6
Gl 11,21 + 4,04™ 5,54 + 2,56 8,28 + 2,04 44,38 + 8,14
Gl 5,68 + 4,04™ 5,97 + 3,62 6,23 + 2,63™ 53,69 + 9,40
Glll 21,61 +5,71%*° 6,10 + 3,62 7,03 + 2,04 52,94 + 11,51

**valores na mesma linha e ** valores na mesma coluna diferiram pelo teste de Tukey (p < 0.05). DO = primeira avaliagao ultra-sonogrifica,
D2 = inicio da superovulagdo, D4 = administraco de PGF, , D6 = estro da superovulagio. (Departamento de Medicina Veterindria Preventiva

¢ Reprodugido Animal, maio/1998).
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exceto no GIII, onde elas nao diferiram das concentragoes
observadas no D4 (Tab. 2).

As concentragoes séricas de E2 nao diferiram entre
os grupos GI, GII e GIII em nenhum dos dias estudados
(Tab. 3). Nao diferiram nos dias D0, D2 e D4, mas foram
maiores no D6 em relagdo aos demais, exceto no GIII, onde
elas ndo diferiram dos valores observados no D0.

A auséncia de diferencas significativas entre a resposta
ovulatéria e as concentragdes de P4 e de E2 observadas entre
os grupos do presente estudo estd em desacordo com o
relatado em vacas zebu'” e européias’, em que foi verificada
a existéncia de duas populacdes diferentes de doadoras:
aquelas com niveis normais de P4 (P4 < 1,0 ng/ml com 24 e
48 horas ap6s a administragao de PGF, ) e as com niveis
anormais (P4 >1,0 ng/ml nestes dias), tendo sido a viabilidade

das ER significativamente maior nas primeiras.

Pelos resultados do presente estudo, pode-se concluir
que, embora o foliculo dominante apresente didmetros e taxas
de crescimento didrio semelhantes aos de animais de ragas
européias, na raga Nelore ele atua de modo diferente sobre o
recrutamento de foliculos potencialmente ovulatérios e,
conseqiientemente, sobre a dinimica folicular ovariana.
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SUMMARY

The objectives of this study were: (1) to determine the maximum diameter and the growth rate of the dominant follicle
(DF) in Nelore cows: (2) to determine the interval between PGF, administration and the manifestation of estrus; (3) to
investigate the influence of the DF removal on the number of corpora lutea (CL) and non-ovulated follicles (NOF)
determined by ultrasonography (CLus and NOFus); and (4) to determine the progesterone (P4: ng/ml) and estradiol-
17b (E2; pg/ml) concentrations in Nelore cows submitted to superovulation with FSH. After ultrasonographic
examinations on DO (48 hours before the beginning of the superovulatory treatment), 42 Nelore donors were divided
into three experimental groups: GI (without a DF, n = 15), GII (with a DF, n = 15), and GIII (with an aspirated DF, n
= 12). Seven days after the first artificial insemination (D6) the number of CL and NOF was determined and the
embryos collected (D13). Blood samples were collected on DO; D2; D4 (PGF,_ injection), D6 and D13. The results
permit to conclude that although the maximum diameter and the growth rate of the DF were similar to those previously
observed in European donors, in the Nelore breed it acts in a different manner on the ovarian follicular dynamic.

UNITERMS: Ovarian follicle; FSH; Nelore; Ultrasonography.
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