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Resumo

Este trabalho foi desenvolvido com o objetivo de se acompanhar a atividade
ovariana e o momento do pico pré-ovulatério de LH em novilhas e vacas
Nelore submetidas a um protocolo hormonal de sincronizagdao da ovulagao com
norgestomet (NOR), benzoato de estradiol (BE) e cloprostenol soédico. No
experimento 1, cinco vacas e cinco novilhas receberam aplicagao de 2,0 mg de
BE e colocacao do implante de NOR no dia zero (D0O), com retirada no D8
seguida da aplicacdo de 0,5 mg de cloprostenol. No D9 aplicou-se 1,0 mg de

BE, realizando-se acompanhamento ultrassonografico da atividade ovariana
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desde o inicio do protocolo até a ovulagdo. No experimento 2, seis fémeas de
cada categoria foram submetidas ao mesmo tratamento. Vinte e sete horas
apds a segunda dose de BE amostras de sangue foram coletadas a cada 15
minutos, durante um periodo de seis horas, para determinacdo dos niveis
séricos de LH. O diametro médio do foliculo ovulatério foi de 8,02+0,39 mm
nas novilhas e de 9,10+0,24 mm nas vacas (P<0,05). O pico pré-ovulatério de
LH ocorreu, em média, 28,20+0,55 horas apds a aplicacdo do BE nas vacas.
P6de-se concluir que o desenvolvimento folicular de novilhas e vacas Nelore
submetidas a sincronizagdo da ovulagcdao ocorre de maneira semelhante, sendo
o foliculo ovulatério maior nas vacas. Sugere-se ainda que nas novilhas o pico
de LH, provavelmente, ocorra mais precocemente que nas vacas.

Palavras-chave: Benzoato de estradiol, Bovinos, IATF, Progestagenos,

Reproducao

Follicular development and LH peak on Nellore (Bos taurus indicus)

females with synchronized ovulation

Abstract

The objective with this work was to monitor ovarian activity and the moment
of LH pre-ovulatory peak in Nellore heifers and cows submitted to a hormonal
protocol for ovulation synchronization with norgestomet (NOR), estradiol
benzoate (EB) and cloprostenol. In experiment 1, five cows and five heifers
received application of 2.0 mg of EB and implant of NOR on day zero (DO),
with removal on D8 following application of 0.5 mg of cloprostenol. On D9 1.0
mg of EB was applied, performing ultrasound monitoring of ovarian activity
since the beginning of the protocol until ovulation. In experiment 2, six
females in each category were submitted to the same treatment. Twenty seven
hours after BE blood was collected every 15 minutes, over a six hours period,
for determination of LH serum levels. The mean diameter of the ovulatory
follicle was 8.02+0.39 mm in heifers and 9.10+£0.24 mm in cows (P<0.05).

The LH pre-ovulatory peak occurred, on average, 28.20+0.55 hours after the
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application of EB in cows. We can conclude that follicular development in
Nellore heifers and cows submitted to ovulation synchronization occurs in a
similar way, being the largest ovulatory follicle in cows. It's suggested that in
heifers LH peak probably occurs earlier than in cows.

Keywords: Bovine, Estradiol benzoate, Progestins, Reproduction, TAI

INTRODUCAO

O diametro maximo do foliculo pré-ovulatério em zebuinos estd em torno
de 10,00 a 12,00 mm (BORGES et al., 2003), menor do que o frequentemente
relatado para taurinos (WOLFENSON et al., 2004). MAIO et al. (2006),
trabalhando com novilhas Nelore sincronizadas, encontraram intervalo médio
de 22,40 horas entre a aplicacdo do benzoato de estradiol (BE) e o pico pré-
ovulatorio de LH.

O Centro-Oeste brasileiro possui um rebanho bovino de
aproximadamente 72 milhdes de cabecas, com mais de 80% de sangue
zebuino, onde predomina a raga Nelore. Dentre as biotecnologias aplicaveis a
pecudria comercial destacam-se a inseminacao artificial (IA) e a inseminacao
artificial em tempo fixo (IATF), sendo estas estratégias economicamente
vidveis que propiciam a melhoria do rebanho por meio do uso do sémen de
touros comprovadamente superiores. No entanto ainda sao escassos 0s
estudos sobre a fisiologia reprodutiva de fémeas Nelore submetidas a
protocolos hormonais para sincronizagao da ovulagao no Brasil.

Neste sentido, desenvolveu-se este trabalho com o objetivo de
acompanhar a atividade ovariana e o momento do pico pré-ovulatério de LH
em novilhas e vacas Nelore submetidas a um protocolo hormonal de

sincronizacao da ovulagao para realizagao da IATF.

MATERIAL E METODOS
Este estudo foi desenvolvido em abril de 2006 na Fazenda Santa Rosa,
localizada no municipio de Cacu, regidao sudoeste do Estado de Goids, Brasil.

No experimento 1, para o acompanhamento da atividade ovariana e do
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momento da ovulacao, foram utilizadas cinco novilhas com peso minimo de
300 kg e idade entre 24 e 30 meses, e cinco vacas entre a segunda e a quinta
ordem de paricdo com, pelo menos, 60 dias pds-parto € bom escore de
condicao corporal. Durante o periodo experimental as fémeas foram mantidas
em pastagem de Brachiaria brizantha cv. Marandu, préximas ao curral de
manejo. Todos os animais foram submetidos ao seguinte protocolo: aplicacao,
via intramuscular (IM), de 2,0 mg de BE no momento da implantacao auricular
do norgestomet (NOR), sendo este considerado o dia zero (D0) do protocolo.
Apos oito dias (D8), juntamente com a retirada do implante, realizou-se a
aplicacdo, IM, de 0,50 mg de cloprostenol sddico. Apds 24 horas (D9) aplicou-
se, IM, 1,0 mg de BE.

A atividade ovariana foi acompanhada por meio de exames
ultrassonograficos, em intervalos de 24 horas, desde a colocacdo do implante
auricular de NOR (DO0) até sua retirada (D8). A partir de entdo e até o
momento da aplicacao da segunda dose de BE (D9), realizou-se a
ultrassonografia a cada 12 horas. Apds a segunda dose de BE estas avaliagdes
foram feitas a cada seis horas, até que se verificasse a ovulacao do foliculo
dominante (FD). O momento da ovulacdo foi estimado pelo intervalo médio
entre a observacdo do maior didmetro do FD e seu desaparecimento na
imagem ultrassonografica do exame seguinte. Seis dias apds a ovulagao
realizou-se novo exame para verificacdao da presenca do corpo luteo (CL). Para
mensuracdao do tempo necessario para o inicio de uma nova onda de
crescimento folicular, considerou-se o surgimento do primeiro foliculo com
diametro maior ou igual a trés milimetros apds o inicio do protocolo hormonal
(BARROS et al., 2000). Os exames foram feitos com auxilio do aparelho Pie
Medical 480, equipado com transdutor retal bifrequencial de 5,0/7,5 MHz. No
momento do exame o transdutor era movimentado sobre a superficie dos
ovarios e, quando necessario, congelava-se a imagem do monitor para a
mensuracao do diametro dos foliculos ou do CL. Durante cada exame eram
confeccionados diagramas com o posicionamento relativo das estruturas

avaliadas.
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Os dados gerados foram analisados usando-se os procedimentos do
pacote computacional WINSTAT for Excel (FITCH, 2006), primeiramente
realizando-se anadlises de critica e consisténcia (frequéncias, distribuicdes de
frequéncias e homogeneidade de variancias). Procedeu-se entdo a comparacao
entre as médias das variaveis: diametro dos foliculos ovulatoérios; intervalo
entre o inicio do protocolo e surgimento de uma nova onda de crescimento
folicular; entre a retirada do implante de NOR e a ovulagao; e entre a aplicagao
de BE e a ovulacdo, através do procedimento independent t-test do referido
programa.

No experimento 2, para a avaliacdo da frequéncia de pulsos e da
amplitude do pico pré-ovulatério de LH, foram utilizadas seis novilhas e seis
vacas, provenientes de um grupo de 50 animais de onde também foram
sorteados aqueles pertencentes ao experimento 1 e que, portanto, foram
submetidas aos mesmos critérios de selecao (idade, peso, escore de condicdo
corporal, dias pos-parto e ordem de partos). Esse experimento teve inicio logo
apos o término dos exames ultrassonograficos do experimento anterior, sendo
utilizado nos animais mesmo protocolo de sincronizacao da ovulagao. Foram
realizadas colheitas de sangue iniciadas 27 horas apds a aplicagao da segunda
dose de BE, sendo repetidas a cada 15 minutos por um periodo de seis horas,
ou seja, entre a 27% e a 33° hora apds a aplicacdo do BE, totalizando assim 24
observagdes. Os animais foram mantidos nos troncos de contencdo e o sangue
colhido por pungao da veia jugular, com auxilio de agulhas descartaveis 40x12
mm. O material obtido foi armazenado em tubos de ensaio identificados e
mantidos na posicao inclinada no interior de uma caixa térmica com gelo.
Posteriormente procedeu-se a centrifugacao a 1520 g por 15 minutos, sendo o
soro obtido armazenado a -20°C. As amostras congeladas do soro sanguineo
foram remetidas ao Laboratério de Endocrinologia da Escola de Veterinaria da
UNESP - Campus de Aracatuba-SP, para a determinacdo dos niveis séricos de
LH pelo método de radioimunoensaio com kits desenvolvidos na proépria

instituicao.
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Os resultados obtidos no experimento 2 foram tabulados em planilhas
eletronicas, procedendo-se entdao analise descritiva utilizando-se o

procedimento FREQ do pacote computacional SAS (2000).

RESULTADOS E DISCUSSAO

No experimento 1, conforme demonstrado na Tabela 1, o intervalo médio
entre o inicio do protocolo e o surgimento de uma nova onda de crescimento
folicular foi de 3,80+0,37 dias para as novilhas e de 3,50+0,50 dias para as
vacas. Outros autores relataram intervalos entre trés e seis dias para vacas e
novilhas submetidas a este tratamento (GARCIA & SALAHEDDINE, 2001;
CAVALIERI et al., 2002; MARTINEZ et al., 2005; MELO, 2009). Adicionalmente,
BARROS et al. (2000) encontraram intervalo médio de 4,36 dias entre o inicio
do protocolo com BE + Progesterona e o surgimento de uma nova onda
folicular em vacas Nelore. No presente estudo a ovulagdo ocorreu, em média,
40,6+1,47 horas (novilhas) e 41,50+3,77 horas (vacas) apds a aplicacao do
BE no D9 do protocolo. BARROS et al. (2000) relataram intervalo de 44,16
horas entre a aplicacdao do BE e a ovulagao em vacas Nelore. CAVALIERI et al.
(2002), trabalhando com novilhas meio-sangue zebuino de corte, observaram
intervalo de 50,4%1,7 horas entre a aplicagao do BE e a ovulagao. Segundo
MARTINEZ et al. (2005), este mesmo intervalo foi de 53,3+1,9 horas em vacas
taurinas. Os valores obtidos neste estudo estdao abaixo dos relatados pela
literatura, provavelmente devido ao menor didmetro do FD observado neste
experimento. Para os intervalos anteriormente discutidos nao se verificou
diferenca (P>0,05) entre novilhas e vacas pelo independent t-test.

O didmetro médio do foliculo ovulatério das novilhas foi de 8,02+0,39
mm (Tabela 1). Este valor é menor que os 11,60 mm verificados por
CAVALIERI et al. (2002) em novilhas Bos taurus indicus sincronizadas com
dispositivo intravaginal de progesterona e aplicacdo de BE 24 horas apods a
remocdo deste. Nestas mesmas condicdes, GARCIA e SALAHEDDINE (2001)
verificaram média de 13,60 mm para o foliculo ovulatério de novilhas da raca

Holandesa. Os menores valores encontrados neste experimento devem-se,
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provavelmente, a dose excessiva de BE para esta categoria, uma vez que,
segundo VOGG et al. (2004), 0,50 mg de BE deve ser a dose maxima utilizada
em novilhas para estimular a ovulacdo, sem afetar o tamanho e a qualidade do

foliculo ovulatorio.

TABELA 1 - Intervalo médio + desvio padrdo (u+DP) e coeficiente de variacdo
(CV) entre o inicio do protocolo e o surgimento de uma nova onda folicular (IP-
NO) e entre a aplicacdo do BE e a ovulacdo (BE-OV); e diametro maximo
(DMAX), minimo (DMIN), médio * desvio padrao (uxDP) e coeficiente de
variagao (CV) do foliculo ovulatério de novilhas e vacas Nelore submetidas ao
protocolo BE-NOR-PGF2a-BE

Novilhas Vacas
Intervalos*
H £ DP CV(%) H £ DP CV(%)
IP-NO (dias) 3,80+0,37 22,01 3,50+0,50 28,57
BE-OV (horas) 40,6%+1,47 8,09 41,50+3,77 18,19
i Foliculo Ovulatério**
Variavel
Novilhas Vacas
DMAX (mm) 8,40 9,30
DMIN (mm) 7,40 8,70
M £ DP (mm) 8,02+0,39°? 9,10ﬂ:0,24b
CV (%) 4,94 2,69

*Nao houve diferenca (P>0,05) pelo indepedent t-test
**|etras diferentes na mesma linha indicam diferenca pelo independent t-test
(P<0,05)

O estudo da dinamica folicular nas vacas mostrou que o diametro médio
do foliculo ovulatério foi de 9,10+0,24 mm (Tabela 1), maior (P<0,05) que
aquele observado nas novilhas. FIGUEIREDO et al. (1997) encontraram valores
entre 11,00 e 12,00 mm para os foliculos pré-ovulatérios de vacas Nelore

durante o ciclo estral fisiolégico. Adicionalmente, MELO (2009) observou
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diametro médio do foliculo pré-ovulatério de 15,90 mm em vacas Braford
submetidas ao mesmo protocolo hormonal do presente experimento. Os baixos
valores encontrados para o diametro do foliculo ovulatério neste estudo podem
ter ocorrido em funcdao do manejo estressante a que os animais foram
submetidos, devido ao exame ultrassonografico didrio em fémeas que, até
entdo, vinham sendo criadas de maneira extensiva, interferindo na liberacao
das gonadotrofinas e no desenvolvimento dos foliculos, assim como relatado
por SMITH e DOBSON (2002).

No experimento 2, em apenas uma das seis novilhas e em quatro das
seis vacas, pode-se observar o pico pré-ovulatério de LH nas amostras de
sangue colhidas entre a 27° e a 33° hora apds a segunda dose de BE (Figuras 1
e 2).

Novilha
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FIGURA 1 - Pico pré-ovulatéorio de LH na novilha Nelore submetidas ao
protocolo BE-NOR-PGF2a-BE, em observacdes (coletas de sangue) realizadas a

cada 15 minutos, 27 horas apds aplicacdo de 1,0 mg de BE
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FIGURA 2 - Pico pré-ovulatério de LH nas vacas Nelore submetidas ao
protocolo BE-NOR-PGF2a-BE, em observacdes (coletas de sangue) realizadas a

cada 15 minutos, 27 horas apds aplicacdo de 1,0 mg de BE

Na novilha o pico foi verificado logo na primeira colheita, ou seja, 27,00
horas apos a inducdo da ovulagdo. Ja para as vacas este ocorreu, em média,
28,20+0,55 horas apds a aplicacdo do BE. MAIO et al. (2006), trabalhando
com novilhas Nelore sincronizadas com o mesmo protocolo utilizado neste
experimento, encontraram intervalo médio de 22,40 horas entre a aplicagdo do
BE e o pico pré-ovulatério de LH, com variacdo de 18 a 25 horas. Utilizando
protocolo hormonal semelhante, LAMMOGLIA et al. (1998) verificaram
intervalo de 20 horas entre aplicagao de 0,75 mg de BE e o pico de LH em
novilhas Bos taurus taurus e de 24 horas entre a aplicagao de 1,0 mg de BE e
o pico deste hormoOnio em vacas do mesmo grupamento genético.

A grande variagdo no momento do pico de LH apds o uso do BE e o fato
deste ocorrer, provavelmente, mais precocemente em novilhas, pode explicar
a nao verificacdo do pico pré-ovulatério de LH em todos os animais estudados
e a menor frequéncia de observagao deste nessa categoria no intervalo em que
foram colhidas as amostras de sangue. Dentre 0os animais em que se observou
0 pico pré-ovulatério de LH, a amplitude maxima verificada foi, em média, de
4,58+0,67 ng/mL. MAIO et al. (2006) relataram a concentragdo sérica média
de 14,32 ng/mL de LH para o maximo valor observado em novilhas Nelore,
com variagao de 6,94 a 20,0 ng/mL. AMBROSE et al. (2005) verificaram
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concentracao média de 9,30 ng/mL no pico de LH de novilhas Holandesas, com
valores entre 4,60 e 11,80 ng/mL. A concentracdo média de LH encontrada
neste experimento provavelmente se deva ao estresse do manejo a que
animais de criagao extensiva foram submetidos no momento das colheitas de
sangue, interferindo na amplitude do pico de LH, assim como discutido por
SMITH e DOBSON (2002), devido a acao deletéria dos corticosterdides
enddgenos, secretados em condicdes estressantes, interferindo no eixo
hipotalamo-hipofise-adrenal.

Nos animais em que nao se observou o pico de LH foi possivel
determinar as concentracdes médias deste hormonio durante sua liberacdo
pulsatil. Para as novilhas estas foram de 0,90+0,03 ng/mL e para as vacas de
0,86%0,03 ng/mL. CUPP et al. (1995) relataram valores médios de LH de 0,77
ng/ mL durante o diestro de vacas Bos taurus taurus de corte. MARTINEZ et al.
(2005) verificaram, em vacas Hereford tratadas com 17 estradiol e
dispositivos intravaginais de progesterona, concentracdes médias de 0,80
ng/mL de LH. Portanto, as concentracbes médias da liberacdo pulsatil de LH
nas novilhas e vacas do presente experimento encontram-se proximas as

descritas na literatura para essas categorias.

CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste estudo permitem concluir que o foliculo
ovulatério encontrado nas vacas é maior que o observado nas novilhas.
Sugere-se ainda que nas novilhas o pico pré-ovulatério de LH, provavelmente,

ocorra mais precocemente que nas vacas.
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