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FISIOLOGIA E MANIPULACAO DO CICLO ESTRAL DOS BOVINOS DA RACA
CURRALEIRO PE-DURO

MSc. Rodrigo Dorneles Tortorella
Prof. Dr. Jairo Pereira Neves
Brasilia, DF

RESUMO

O Curraleiro Pé-Duro possui como caracteristicas desejaveis, a resisténcia ao estresse climatico,
ectoparasitas e endoparasitas. Contudo, atualmente encontra-se ameacado devido ao pequeno
nimero de animais existentes. Uma das alternativas para expandir a criacdo é o0 uso de
biotecnologias da reproducdo, que podem ser adaptadas para esta raca apds um maior
conhecimento da fisiologia reprodutiva das fémeas. O trabalho teve por objetivo caracterizar a
dindmica folicular durante o ciclo estral na raga Curraleiro Pé-Duro e conhecer as respostas
reprodutivas frente a inseminacéo artificial em tempo fixo (IATF). No Capitulo 2, novilhas (n =
12) e vacas (n = 11) ndo lactantes e ciclicas foram monitoradas (avaliacdo ultrassonogréafica)
diariamente durante um ciclo estral completo. Nao houve diferenga na dindmica folicular entre
novilhas e vacas. Desta forma, os dados foram combinados de acordo com o nimero de ondas
foliculares. As fémeas apresentaram predominantemente dois padrdes de ondas foliculares, duas
(36,8%) e trés (63,2%), ndo havendo diferenca na duracdo do ciclo estral entre estes. Nos animais
com trés ondas, a taxa de crescimento e maximo diametro do foliculo ovulatério (FO) foram
maiores em relacdo aos com duas ondas. Independentemente do padrdo de ondas, a duragéo do
FO foi menor do que do foliculo dominante (FD) ndo ovulatério das outras ondas. O
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desenvolvimento (duracéo e volume) do corpo luteo (CL) ndo diferiu entre os animais com duas e
trés ondas. No Capitulo 3, as avalia¢des ultrassonogréficas foram realizadas a cada 8 horas até 5
dias ap6s a ovulacdo, em novilhas (n = 11) e vacas (n = 11) ndo lactantes e ciclicas, para
caracterizar com maior precisdo a emergéncia e divergéncia folicular. Entre vacas e novilhas
houve diferenca apenas no tempo entre a ovulagdo e emergéncia (11,6 = 3,3 h versus 20,3 £ 2,5
h, P < 0,05) e a ovulagdo e divergéncia (52,4 £ 5,2 h versus 71,8 £ 4,1 h, P < 0,05),
respectivamente. Apos a emergéncia folicular, a divergéncia ocorreu em torno de 45 horas e o
tamanho do FD (8,1 £ 1 mm) foi similar ao maior foliculo subordinado (FS, 7,6 £ 0,9 mm). A
taxa de crescimento do FD e FS ndo diferiu até a divergéncia, sendo que apds a taxa no FD
manteve-se positiva enquanto que o FS regrediu. No Capitulo 4, foram verificadas as respostas
foliculares e luteais de vacas ciclicas (n = 12), ndo lactantes e pluriparas frente a aplicacdo do
benzoato de estradiol (BE) ou cipionato de estradiol (CE) como indutores da ovulacdo
(Experimento 1), e a aplicacdo da gonadotrofina coridnica equina (eCG, Experimento 2) em
protocolo de IATF. No Experimento 1, houve diferenca apenas no momento da ovulagéo, sendo
mais precoce e menos disperso nos animais que receberam o BE. No Experimento 2, 0 eCG nao
teve efeito benéfico sobre o crescimento folicular e luteal. Os dados obtidos no trabalho servirdo
de base para a manipulagéo do ciclo reprodutivo objetivando melhores resultados em programas
de IATF e mdltipla ovulacdo e transferéncia de embrides, ajudando assim na preservacdo e
disseminacéo da raga.

Palavras-chave: conservacdo; emergéncia folicular; divergéncia folicular; recursos genéticos;

ultrassonografia.



PHYSIOLOGY AND REPRODUCTIVE CYCLE MANIPULATION OF CURRALEIRO
PE-DURO CATTLE

MSc. Rodrigo Dorneles Tortorella
Prof. Dr. Jairo Pereira Neves
Brasilia, DF

ABSTRACT

Curraleiro Pé-Duro cattle have desirable adaptative traits as tolerance to climatic stresses and
resistence to parasites. However, nowadays this breed is in dangerous due to the low number of
animals. The use of reproductive biotechnologies could be an alternative to stimulate the spread
of Curraleiro Pé-Duro. Although satisfactory results will just be achieved after knowledgement of
female reproductive physiology. Thus, the aim of the present study was to characterize ovarian
follicular dynamics during estrous cycle and reproductive responses after a fixed-time artificial
insemination (FTAI). In Chapter 2, cyclic heifers (n = 12) and non-lactating, multiparous cows (n
= 11) were examined daily by ultrasonography for two consecutive ovulations (an estrous cycle).
Follicular and luteal characteristics were not different between heifers and cows. Consequently,
data on cows and heifers were combined according to the number of follicular waves. Follicular
dynamics was characterized by the predominance of two (36.8%) and three (63.2%) follicular
waves. No difference in estrous cycle length between these follicular wave patterns was
observed. The ovulatory follicle (OF) growth rate and maximum diameter were greater (P < 0.05)
in females showing three waves. The ovulatory wave was shorter (P < 0.05) than the preceding
waves regardless of the wave pattern. No difference was found in corpus luteum (CL)
development (volume and life-span) between females with two and three follicular wave patterns.
In Chapter 3, cyclic heifers (n = 11) and non-lactating, multiparous cows (n = 11) were examined
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every 8 hours by ultrasonography until five days after ovulation (D 0) to characterize ovarian
follicular emergence and deviation. The interval from ovulation to emergence (11.6 £ 3.3 h
versus 20.3 £ 2.5 h, P < 0.05) and ovulation to deviation (52.4 £ 5.2 h versus 71.8 £ 4.1 h, P <
0.05) was shorter in cows than in heifers, respectively. No other difference was observed between
cows and heifers. DF diameter (8.1 £ 1 mm) did not differ (P = 0.09) from the largest subordinate
follicle (SF) diameter (7.6 £ 0.9 mm) at the moment of deviation (around 45 hours after
emergence). DF and SF growth rates were similar until deviation, at this moment SF growth rate
decreased while DF growth rate remained constant. In Chapter 4, the aim was to evaluate the
effects of estradiol benzoate (EB) and estradiol cypionate (CE) as ovulatory inducers
(Experiment 1) and equine chorionic gonadotropin (eCG, Experiment 2) on follicular and luteal
dynamics in a FTAI protocol. In Experiment 1, interval from P4 removal to ovulation was shorter
and less variable in EB group (P < 0.05). In Experiment 2, eCG did not to improve (P > 0.05)
follicular and luteal growth. Data from this study will be useful to a better estrous cycle
manipulation to achieve good results in artificial insemination, FTAI and multiple ovulation and
embryo transfer programs aiming breed conservation and spread.

Key-words: conservation; follicular emergence; follicular deviation; genetic resources;

ultrasonography.
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CAPITULO 1

INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA



1 INTRODUCAO

De acordo com os ultimos levantamentos (ANUALPEC, 2013) o Brasil possui 0
maior rebanho bovino comercial do mundo, em torno de 211,4 milhdes de cabecas. Porém,
grande parte deste contingente esta localizada nas regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste, sendo que
o0 percentual participativo de regifes com clima tropical seco é baixo. Isto se deve provavelmente
pela menor oferta de alimento para os animais. Contudo, com o crescente aumento da populacao
e da demanda por proteina animal existe a necessidade de uma maior producédo de carne por parte
dos pecuaristas. Considerando a perda das terras utilizadas na pecuaria para o cultivo de graos,
como por exemplo, a soja, torna-se imprescindivel a otimizacdo da pecuéria no que se refere a
criacdo de um maior niumero de animais, em menor espago, com menor custo e maior eficiéncia.
Neste contexto, as regides de clima seco ainda tém um grande potencial para ser explorado, e 0
uso de animais “localmente adaptados” pode ser uma alternativa de producdo de carne, leite e
couro a baixo custo.

O que hoje sdo chamadas de ragas “locais ou nativas”, na verdade sdo os bovinos
originados a partir dos animais trazidos por portugueses e espanhois durante a colonizacéo
(Primo, 1992), sendo o0os mesmos selecionados naturalmente nos diversos ecossistemas
brasileiros. Durante estes 500 anos de selecdo estes animais desenvolveram caracteristicas Unicas
de adaptacdo as condicGes climaticas, sanitarias e de manejo aos diversos ecossistemas do Brasil
(Egito et al., 2002). Contudo a intensa selecdo genética, realizada por cruzamentos absorventes,
realizada durante o século 20, utilizando ragas exoticas criadas em clima temperado (Bos taurus)
e racas zebuinas (Bos indicus), como o Nelore, fez com que as ragas locais fossem sendo

substituidas, aproximando-se da extincao.



O bovino Curraleiro Pé-Duro é descendente dos bovinos trazidos pelos
colonizadores portugueses e espanhois (Mariante & De Bem 1992, Boaventura et al., 2005).
Acredita-se que tenha descendéncia direta da raca Mirandesa, a qual ainda pode ser encontrada na
regido de Tras-os-Montes em Portugal. Desde sua chegada ao Brasil tém sua criacdo baseada em
regime extensivo, sem um manejo sanitario e nutricional adequado, tornando-se extremamente
rastico e adaptado a ambientes secos como as planicies do semiarido do Nordeste brasileiro
(Serrano et al., 2004; Bianchini et al., 2006). Ou seja, a raca pode ser trabalhada sem grandes
investimentos em regifes com pastagens naturais de baixa qualidade, nas quais outras racas
teriam dificuldade até mesmo de sobrevivéncia.

Os criadores definem o gado Curraleiro Pé-Duro como animais que apresentam
alta prolificidade, precocidade, adaptabilidade, habilidade materna e resisténcia a doencas e
ectoparasitas (Mariante & De Bem, 1992; Egito et al., 2002). Entretanto, essas afirmativas nao
sdo cientificamente comprovadas. Portanto, para se determinar a eficiéncia reprodutiva faz-se
necessario o conhecimento sobre a fisiologia do ciclo estral, do anestro pds-parto, e das respostas
fisioldgicas frente as biotecnias da reproducdo, como por exemplo, a IATF.

A partir do conhecimento destes eventos fisioldgicos poderdo ser utilizadas
estratégias de manejo que visem a preservacao, difusdo e cruzamentos da raca, mediante sua

participacdo em programas de melhoramento genético.

1.1 Objetivos

1.1.1 Geral

Caracterizar alguns dos eventos (ou 0s principais eventos) que concernem a
fisiologia do ciclo estral em vacas pluriparas, ciclicas e ndo lactantes e novilhas da raca
Curraleiro Pé-Duro e avaliar a resposta desses animais a protocolos de sincronizacdo do estro e

inducdo da ovulacdo durante o periodo das aguas e da seca.



1.1.2 Especificos

Caracterizar a dindmica folicular (emergéncia, divergéncia e dominéncia) e luteal
de novilhas e vacas Curraleiras Pé-Duro durante o ciclo estral (intervalo de duas ovulagdes);

Avaliar a resposta folicular e luteal a protocolos de sincronizacdo do estro e
inducdo da ovulacdo com o benzoato (BE) e o cipionato de estradiol (CE) em vacas Curraleiras
Pé-Duro durante o periodo com maior oferta forrageira (época das aguas);

Avaliar o efeito da aplicacdo da gonadotrofina coriénica equina (eCG), no
crescimento folicular e luteal, em protocolos de sincronizacdo e inducdo da ovulacdo em vacas

Curraleiras Pé-Duro durante o periodo com menor oferta forrageira (época da seca).



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Origem e Caracteristicas Raciais do Curraleiro Pé-Duro

Apos a colonizacdo, em meados do século XVI, coube a Tomé de Souza, primeiro
Governador Geral do Brasil, a missdo de introduzir a espécie bovina na nova coldnia ja que nela
ndo haviam animais domesticados para producdo de leite e carne. Os primeiros bovinos foram
transportados da Peninsula Ibérica, em navios negreiros, desembarcando nas capitanias
hereditérias, onde hoje se localizam os estados de Pernambuco, Bahia e Sdo Paulo (Velloso,
1996). Registra-se que 0s mesmos pertenciam a trés subespécies: Bos taurus aquitanicus, Bos
taurus ibericus e Bos taurus batavicus. Estes primeiros animais povoaram 0s campos nativos
brasileiros adaptando-se ao clima e vegetacdo, dando origem a grandes rebanhos com diversas
variedades genéticas. Algumas destas racas estdo presentes na atualidade e melhoradas
geneticamente (Primo, 1992).

O bovino conhecido hoje em dia como Curraleiro Pé-Duro tem origem destes
animais trazidos hd 500 anos, sendo descendente da unido de racas portuguesas como a
Alentajana e Galena, e ragas espanholas pertencentes ao tronco Bos taurus aquitanicus. De
maneira mais precisa relata-se que estes bovinos descendem da raga Mirandesa, particularmente
da variedade Beiroa, encontrada ainda hoje nas provincias de Ledn e Tras-os Montes, na Espanha
e Portugal, respectivamente (Carvalho & Girdo, 1999). Entretanto, é possivel que outros
grupamentos genéticos tenham participado da formacdo do Curraleiro Pé-Duro, porém naquela

época ainda ndo eram estabelecidos como raca.



Os animais tém como caracteristicas raciais (Figura 1.1): peso minimo de 380 kg
para 0os machos e 300 kg para as fémeas; altura minima de 1,34 m para 0s machos e 1,20 m para
as fémeas; as pelagens mais comuns sdo a baia e vermelha clara, sendo as extremidades como
vassoura da cauda e focinho, pretos, podendo alguns apresentar manchas escuras ao redor dos
olhos. A cabeca pequena apresenta cornos curtos a médios em forma de coroa, sendo as orelhas
pontudas, pequenas e revestidas com pélos claros. Possuem barbela e umbigo reduzidos além de
membros delgados (Britto, 1998; Boaventura et al., 2005; Santini, 2008).

Figura 1.1. Exemplares de animais da raga Curraleiro Pé-Duro.

A raca é oriunda de sistemas de criagdo extensivos, com pouco ou nenhum
cuidado sanitario, pastagens de baixa qualidade, baixa umidade e altas temperaturas, resultando
em animais rasticos e resistentes a condicdes desfavoraveis. Caracteristicas como resisténcia a
doencas em geral, intoxicagdes, ecto e endoparasitas (Mariante & Egito, 2002), baixa mortalidade
de bezerros e abortos sdo descritas pelos proprietarios. As perspectivas futuras de mercado
indicam que o consumidor cada vez mais sera exigente quanto a carne ingerida, e que o uso de
produtos quimicos se tornara o minimo possivel. Por isso a maior resisténcia a doencas em geral
€ um grande atrativo para a raga que necessita de menor quantidade de medicamentos, sendo um
diferencial de mercado (Fioravanti et al., 2008).

Os animais muitas vezes sdo discriminados pelo pequeno porte e preteridos por
outros com maior rendimento de carcaca (Rangel et al., 2004). Entretanto esta morfologia é uma



adaptacdo a regibes com déficit alimentar e hidrico. Tanto que em épocas de estresse nutricional
apesar de perderem peso, ndo adoecem e recuperam-se rapidamente quando as condigdes
melhoram. Isto porque aproveitam bem todos os tipos de pastagens e sem a necessidade de
suplementacdo alimentar. Ja animais de racas comerciais melhoradas geneticamente em situacéo
semelhante perdem peso rapidamente, diminuem a eficiéncia reprodutiva e tornam-se mais
susceptiveis a doencas pela queda da imunidade (Bianchini et al., 2006). Desta forma o
Curraleiro Pé-Duro tem um bom custo-beneficio ja que ndo exige grandes investimentos e tem
baixo custo de producdo, sendo adequado para pequenos e médios produtores (Primo, 1992;
Mariante & Cavalcante, 2000).

Como ferramenta para preservacdo e difusdo da raca, o Curraleiro Pé-Duro poderia
estar sendo incluido em programas de melhoramento genético com o objetivo de aumentar a
resisténcia a doencas (Rangel et al., 2004; Gibson & Bishop, 2005). Existem trabalhos que
relatam as vantagens do cruzamento de ragas “locais” com européias e zebuinas, nos quais a F1
apresentou maior ganho de peso, melhor conversdo alimentar, melhor composi¢édo de carcaca e
precocidade (Mujica et al., 1995; Nardon et al., 1996; Euclides Filho, 2000).

Estas qualidades transformam a raca em um tesouro genético com 500 anos de

selecdo natural, podendo ser uma alternativa a ambientes desfavoraveis para outras ragas bovinas.

2.2 Conhecimento da Fisiologia Reprodutiva no Manejo Genético de Pequenas Populagdes

A partir do seculo XX com o crescimento populacional, aumento da urbanizagéo e
poder aquisitivo da populacéo, houve um grande aumento na demanda por proteina animal. Isto
levou a uma maior importacdo de racas Européias e Zebuinas e, por conseguinte, o cruzamento
sem planejamento destas com algumas ragas “locais”, levando ao risco de extingdo destas ultimas
(Mariante & Egito, 2002). A possibilidade da extin¢do da raca é uma grande ameaca ao futuro
conhecimento de informacfes genéticas armazenadas ao longo de 500 anos de selegdo natural em
seu DNA (Mariante & Cavalvante, 2000). Com o objetivo de evitar esta grande perda para a
ciéncia, a Embrapa Biotecnologia e Conservacdao de Recursos Genéticos (Cenargen) vem

realizando pesquisas em parceria com instituicbes Federais, Estaduais e particulares, para



proteger este patriménio genético. Atualmente a conservacdo se dd por meio de bancos de
material genético em laboratérios (ex situ) e nucleos de criagdo (in situ), ambos espalhados pelas
instituicbes parceiras. O programa de conservacdo inclui as etapas de: identificacdo de
populacdes em estado avancado de diluicdo genética, caracterizacdo fenotipica e genética do
germoplasma e avaliagdo do potencial produtivo das racgas “locais” (Mariante et al., 2000).
Estima-se que existam em torno de 5.000 bovinos Curraleiro Pé-Duro distribuidos nos estados do
Maranhdo, Piaui, Bahia, Para, Tocantins e Goias, sendo mantido pela EMBRAPA um nucleo de
conservacao in situ em Sdo Jodo do Piaui (Pl, Fioravanti et al., 2008). A partir de 2009, foi
instituida a Rede Pré-Centro-Oeste que tem como metas principais: obter maior conhecimento
nas racas Curraleiro Pé-Duro e Pantaneiro com objetivo inicial de preservacdo e uso sustentavel
dos recursos naturais do Cerrado e Pantanal, e contribuir para formacdo de recursos humanos
para o desenvolvimento sustentavel da regido Centro-Oeste. A rede contempla linhas de
pesquisas que incluem um programa de pos-graduacdo em nivel de doutorado e mestrado,
integrando os estados da regido Centro-Oeste, e fomentando assim o estudo das ragas citadas.

Apds alcancar o objetivo de preservacdo € importante concentrar esforcos na
inclusdo das racas locais no ambiente da pecuaria moderna, sempre atentando para questdes
como viabilidade econémica, sustentabilidade e cenario geral de inclusdo das mesmas. Em um
cenario presente e futuro da pecuéria mundial, os sistemas de producdo ecologicamente corretos
ganham forga, nos quais o produtor deve ofertar produto de qualidade e seguranca alimentar com
responsabilidade social. Algumas pesquisas prospectivas da pecudaria bovina apontam diretrizes
para o futuro como: a introducao de novo material genético que aumente a eficiéncia reprodutiva,
com menor tamanho corporal e maior resisténcia natural a carrapatos (Nehmi Filho, 2003;
Nogueira, 2003). Ou seja, a criagdo do Curraleiro Pé-Duro pode ser uma alternativa para
determinadas areas da propriedade e nucleos de mercado, que com uma boa ac¢do de marketing,
pode ter valor agregado, ndo sendo um concorrente direto as ragas exoticas comerciais.

Para a concretizacdo da ideia de preservacdo e aumento do nimero de animais nos
nucleos de criagcdo e fazendas comerciais, ha a necessidade da adocdo de técnicas de manejo e
uso de biotecnologias com o objetivo de aumentar a eficiéncia reprodutiva. Estes manejos como,
por exemplo, rotacdo de touros entre fazendas, adogdo de estacdo de monta e inseminagao

artificial em tempo fixo (IATF) visam o aumento do numero de animais com maior variabilidade



genética. Desta maneira a consanguinidade, que é um grande problema enfrentado pelos
criadores do Curraleiro Pé-Duro atualmente, teria uma diminuicao.

Para a introducdo da raca em novos ambientes e desenvolvimento de projetos
pecuarios que visem a conservacdo e lucro ao proprietario, € importante que as estratégias de
manejo sejam embasadas em pesquisas. Para tanto, para adogdo de um manejo reprodutivo
eficiente que vise & multiplicacdo do material genético, é necessario um conhecimento amplo a
respeito da fisiologia reprodutiva. Contudo, ainda ndo existem informacdes sobre a mesma na
raca, como duracdo do estro, periodo de ocorréncia do mesmo (diurno, noturno), nimero de
foliculos na emergéncia da onda, tamanho folicular na divergéncia, e ovulatério, concentracao de
progesterona durante o ciclo estral, tempo de gestacdo e duragdo do anestro pds-parto, por
exemplo.

O ciclo estral na vaca é caracterizado por modificacdes ciclicas e morfoldgicas em
seus Orgaos reprodutivos e comportamento sexual. Os bovinos sdo animais classificados como
poliestricos anuais, ou seja, ciclam durante todos os meses do ano, a partir da puberdade, e em
condicdes adequadas de criacdo. Seu ciclo estral tem duracdo de 18 a 24 dias, com média de 21
dias. O mesmo ¢ dividido em quatro fases: pré-estro, com duracdo média de trés dias; estro, de
seis a 18 horas; metaestro, de dois dias e diestro, com duracdo de 15 dias (Hafez & Hafez, 2004).

No periodo médio de 21 dias, os eventos dentro do ovéario sdo dinamicos e
caracterizados por ondas foliculares, geralmente de dois a trés (Ginther et al., 1989), em que um
grupo de foliculos antrais, estimulados pelo horménio foliculo estimulante (FSH; Driancourt,
2001; Ginther et al., 1996), crescem em média trés dias (emergéncia folicular) até um foliculo se
torne dominante e os demais entrem em atresia (divergéncia folicular; Ginther et al., 2001).

O foliculo dominante, apds a divergéncia, possui uma intensa capacidade de
sintese de inibina e estradiol-17p (E2), fazendo um feed-back negativo ao FSH e consequente
diminuicdo de sua concentracdo circulante. O mecanismo de acdo do feed-back negativo se d&
pela diminui¢do da expressao do gene que codifica a subunidade B do FSH, por diminuir a
transcricdo e estabilidade do RNA mensageiro (RNAm) (Driancourt, 2001; Hurk & Zhao, 2005).

A partir do estabelecimento da dominancia, o foliculo passa a expressar
receptores funcionais para o horménio luteinizante (LH) nas células da granulosa e se torna
dependente do mesmo (Ginther et al., 1996; Evans & Fortune, 1997). O mecanismo de sintese

envolve a estimulacdo da teca interna pelo LH produzindo testosterona, que captado pelas células
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da granulosa seré transformado em E2 através da enzima P450 aromatase (Ginther et al., 1996;
Driancourt, 2001; Hafez & Hafez, 2004). Nos foliculos antrais que se destinam a atresia, as
células da granulosa perdem esta habilidade de aromatizacdo levando ao acumulo de horménio
masculino no liquido folicular (Pimentel, 2002).

Com a dominancia, o foliculo se destina a ovulagdo ou a atresia. No caso de
encontrar um ambiente enddcrino com altas concentracdes de progesterona (P4), ou seja,
presenca de corpo lateo (CL), o foliculo ira regredir pela inibicdo da pulsatilidade de LH,
comecando uma nova onda folicular (Adams et al., 1992). Porém, apds a lutedlise e consequente
queda nas concentracGes de progesterona, e aumento na pulsatilidade de LH, o foliculo pré-
ovulatério tem seu crescimento terminal, liberando maiores quantidades de E2 para circulagdo
sanguinea. O pico na producdo de E2 desencadeia um feed-back positivo no hipotalamo e
hipdfise, estimulando os picos do horménio liberador de gonadotrofinas (GnRH) e do LH,
respectivamente, culminando na ovulagdo (Ginther et al., 2001). Com relacéo ao pool de foliculos
ovarianos pré-antrais e antrais apenas 0,1% destes alcanca a etapa da ovulacdo (Ireland, 1987;
Webb et al., 2007; Moraes et al., 2008).

A estrutura denominada foliculo apds o pico pré-ovulatério de LH da origem a
outra chamada de CL. Para isto, ocorrem mudancas estruturais e bioquimicas nas células da teca
e granulosa, resultando na luteinizacdo das mesmas. O CL formado é constituido de dois tipos
celulares, as células luteinicas pequenas, que se originam da teca interna, e as células luteinicas
grandes, advindas da camada granulosa, sendo ambas as produtoras de progesterona (P4; Meidan
etal., 1990).

Se 0 odcito liberado na ovulacdo ndo for fecundado, o0 mecanismo de lutedlise se
torna ativo levando a liberacéo de prostaglandina F,, (PGF,,) pelo utero e um novo ciclo inicia.
O mecanismo da regressdo luteal ndo esta totalmente esclarecido, mas acredita-se que entre
outros motivos, se deva pela reducéo local do fluxo sanguineo. Isto devido a uma degeneracéo
dos capilares luteais ocasionada pela liberacdo de PGF,,, levando a isquemia e falta de nutrigdo
para as células do CL (Cunningham, 1999; Spinosa et al., 2002). Durante a fase inicial e média da
vida do CL, a ligacdo da P4 em seus receptores no endométrio inibe a expressao de receptores de
E2 e consequentemente de ocitocina (OT). Em determinado momento, os receptores de P4
sofrem um down-regulation nédo inibindo satisfatoriamente os receptores de E2 e OT. Com isso a

ligacdo do E2 em seus receptores aumenta a expressdo de receptores de OT e consequentemente a
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producdo de PGF,, (Senger, 2003). No caso de ocorrer a fecundacdo, o embrido sintetiza e
secreta fatores fibroblasticos como o interferon-t (IFNT), entre os dias 12 a 26, com pico entre 0s
dias 15 e 16 (Roberts et al., 1991), que impedem a liberacdo de PGF,, pelo endométrio,
mantendo o CL e a producéo de P4 (Cunningham, 1999).

Com o conhecimento do desenvolvimento folicular e hormonal foi descoberto que
vacas Bos indicus e Bos taurus se comportavam de maneira diferente quanto a duragdo de estro
(Mizuta, 2003), nimero de ondas foliculares (Bo et al., 2003; Wolfenson et al., 2004), tamanho
folicular na divergéncia (Ginther et al., 1996; Castilho et al., 2006), tamanho folicular com
capacidade ovulatoria, tamanho de foliculo ovulatério (Sartori et al., 2001; Gimenes et al., 2008),
tamanho do CL e concentracdo de P4 (Segerson et al., 1984; Figueiredo et al., 1997).

Desta maneira é possivel que haja diferencas na fisiologia reprodutiva também
entre estas racas melhoradas geneticamente e o Curraleiro Pé-Duro que foi selecionado
naturalmente. Esta informacdo é importante para o desenvolvimento de estratégias reprodutivas
gue manipulam o ciclo estral com a utilizagcdo de hormonios. Carvalho et al. (2008) relatam que
novilhas Nelore sdo mais sensiveis a altas concentracdes de P4 durante manipula¢do hormonal,
influenciando negativamente no crescimento do foliculo dominante. Desta maneira é aconselhada
a aplicacdo de PGF,, no inicio de um protocolo de IATF. Outro exemplo da importancia do
conhecimento da fisiologia na aplicacdo de biotecnias é o uso de indutores de ovulacdo a base do
horménio regulador do crescimento (GnRH) em vacas de alta producdo leiteira e 0 ndo uso de
derivados do E2. Isto porque o aumento de fluxo sanguineo hepatico e consequente maior
metabolismo de esteroides nesta categoria animal, altera a sincronizacdo da ovulagéo, duracdo de

estro e momento do pico de LH (Sartori et al., 2004).

2.3 A IATF como Técnica Reprodutiva Multiplicadora da Genética do Curraleiro Pé-Duro

O incentivo a criacdo do Curraleiro Pé-Duro por parte dos pecuaristas deve se
basear além do conceito de preservacao, na disseminacdo e multiplicacdo da genética da raga.
Neste sentido é fundamental que a propriedade busque a maior eficiéncia reprodutiva possivel, o

que consequentemente estaria levando a um melhor desempenho produtivo e maior retorno
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econdmico. Sendo assim, 0 uso de programas reprodutivos que fazem o uso da IATF parecem ser
um bom caminho na busca pela maior rentabilidade do sistema pecuario.

A IATF se caracteriza pelo uso de combinacfes hormonais que objetivam a
manipulacdo e aumento da fertilidade do estro induzido, e da precisdo do momento da ovulacdo
(Borges et al., 2008; McKinniss et al., 2011; Sales et al., 2011). Além das vantagens da IA que
agrega valores genéticos e econdbmicos com o uso de touros superiores geneticamente, a IATF
concentra a méo-de-obra da propriedade, sincroniza e induz a ciclicidade dos animais. Desta
forma um maior nimero de vacas é inseminado no inicio da temporada de monta aumentando a
proporcdo de prenhez, o que possibilita maior tempo de recuperacdo para nova gestacdo na
temporada seguinte (Da Silva et al., 2007; Penteado et al., 2008; Torres-Junior et al., 2009). Além
disso, os bezerros nascidos de IATF no inicio da temporada de paricdo sdo mais pesados ao
desmame, aumentando a lucratividade do produtor (B6 et al., 2005; Loguércio, 2005).

O uso da IATF, além dos efeitos benéficos diretos como alguns mencionados
acima, traz também uma grande importancia em relacdo aos efeitos indiretos principalmente em
pequenos e médios criadores. Ou seja, para 0 uso desta biotécnica com um resultado favoravel é
necessario que o criador alcance pré-requisitos minimos em sua propriedade como: bom manejo
nutricional, quantidade e qualidade de pastagens, bom status sanitario, boa administracdo e
organizacao da propriedade, melhorias nas instalagdes (curral, cercas, aguadas, cochos), além de
treinamento para os funcionarios (Gongalves et al., 2008).

Os protocolos hormonais descritos na literatura tém resultados que variam
dependendo da condigéo sanitéria e nutricional do rebanho (Borges et al., 2008; Baruselli et al.,
2012; Sa Filho et al., 2013). Ou seja, para cada propriedade existe um protocolo hormonal que se
adequara melhor, devendo-se levar em consideracdo as condi¢Ges individuais de cada rebanho,
além do custo/beneficio do seu uso (Moraes et al., 2008).

Os hormonios utilizados nos programas hormonais de IATF sdo 0s progestagenos
(P4 ou derivados), os derivados do E2, a gonadotrofina coridnica equina (eCG), o hormonio
foliculo estimulante purificado suino (FSHp), a PGF,,, € 0 GnRH. O controle da reproducdo com
estes farmacos sé foi possivel devido ao conhecimento e estudo da fisiologia hormonal e folicular
permitindo assim o controle racional da reproducéo. Este controle possibilitou manipular o ciclo
estral, induzir o estro pos-parto e aprimorar outras biotecnias reprodutivas tais como a multipla

ovulagdo e transferéncia de embrides (MOTE) e a producao in vitro de embrides (PIVE).
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Os progestagenos tém como funcdes diminuir a ocorréncia de ciclos curtos apés a
primeira ovulacdo no pos-parto e ajudam a restabelecer a ciclicidade (Cooper et al., 1991; Fike et
al., 1997; Perry et al., 2004; Meneghetti et al., 2009). Os ciclos curtos devido a luteolise
prematura sdo decorrentes de uma liberacdo precoce de PGF,, por um numero insuficiente de
receptores de progesterona no endométrio (Zollers et al., 1993). A partir do momento da
exposicdo ao progestagenos exdgeno e consequente aumento de receptores para progesterona no
utero, os receptores de ocitocina séo inibidos impedindo a liberacdo de PGF,, (Leung & Wathes,
2000). Seu uso também objetiva diminuir a pulsatilidade de LH, suprimindo o estro e impedindo
que haja uma ovulagcdo durante sua permanéncia assim como auxilia na regressdo do foliculo
dominante da onda antiga. A partir do momento em que ocorre a interrupcdo da exposicéo a este
horménio, desencadeia-se uma estimulacdo a pulsatilidade de LH, levando ao crescimento do
foliculo ovulatério e ovulacdo (Moraes et al., 2008). Contudo, a utilizacdo dos progestagenos
além do periodo recomendado (7-9 dias) pode levar a formacdo de foliculos persistentes. Estes
foliculos sdo expostos a continuas doses subluteais de P4 que acabam por prolongar o periodo de
dominéncia do mesmo, resultando na diminuicdo da capacidade ovulatéria e da competéncia
meidtica do odcito. Tem como diferencial dos outros foliculos maior nimero de camadas de
células da granulosa e da teca o que contribui para as altas concentracdes de estradiol secretadas,
além de seus odcitos terem baixa fertilidade (Fortune & Rivera, 1999).

Para evitar a persisténcia do foliculo dominante faz-se a associacdo dos
progestagenos aos derivados do E2 que levam a regressao do mesmo e surgimento de uma nova
onda folicular com grande potencial de poder fecundante (Bé et al., 2000). Os estrégenos
utilizados com maior frequéncia séo o benzoato de estradiol (BE), cipionato de estradiol (CE) e 0
valerato de estradiol (VE). Estes regridem os foliculos LH-dependentes por sua interacdo com a
P4 e FSH dependentes por si s6 (Martinez et al., 2005), culminando em nova onda folicular ap6s
2,5 a 6 dias de sua aplicacéo dependendo da meia-vida do derivado do E2 utilizado (Bo et al.,
2000; Siqueira et al., 2009; Sa Filho et al., 2011).

Apols a retirada do progestagenos € importante que ndo exista corpo luteo
funcional, o que impediria a manifestagdo de estro e ovulacdo. Para tanto ¢ feita a aplicacdo da
PGF,, que tem acdo luteolitica (Spinosa et al., 2002) em corpos luteos com idade superior a cinco
dias (Rathbone et al., 2001).
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O eCG e mais recentemente o FSHp, tem sido utilizados no final do protocolo de
IATF com o objetivo de estimular o crescimento folicular final, aumentando as chances de
ovulacdo. Em Bos taurus, o foliculo adquire capacidade ovulatoria quando maior que 10 mm
(Sartori et al., 2001), ao passo que em Bos indicus os foliculos em torno de 7 e 8,4 mm ja
apresentam responsividade ao LH (Gimenes et al., 2008). O eCG é o hormdnio produzido pelos
calices endometriais da égua entre os dias 40 a 120 de gestacdo. Sua funcdo primordial é
estimular a manutencdo do corpo luteo primario e levar a luteinizacdo dos foliculos secundarios,
formando assim corpos lteos acessérios que ajudam a elevar a concentracdo de progesterona até
que a placenta seja a fonte principal da producdo deste horménio (Neely et al., 1983, Senger,
2003). Esta propriedade do eCG ¢é devida a sua acdo nos receptores de LH, porém o mesmo
possui atividade como FSH em outras espécies também, estimulando a esteroidogénese e o
crescimento folicular (Neely et al., 1983, Senger, 2003; Duffy et al., 2004). Pesquisadores
relatam que a aplicagdo de eCG no momento da retirada do implante de progesterona, aumenta a
taxa de prenhez (B0 et al., 2003; Baruselli et al., 2004a; S& Filho et al., 2010) em diferentes
periodos pds-parto (Rodrigues et al., 2004; Ayres et al., 2007). Entretanto seu uso é fundamental
para animais com baixa condicdo corporal (CC<3), provavelmente devido a baixa frequéncia de
pulsos de LH, principalmente em animais em anestro pos-parto (Baruselli et al., 2004b).

Uma alternativa ao eCG no estimulo ao crescimento folicular e secre¢do das
gonadotrofinas endogenas é o desmame temporario. O desmame temporério é utilizado com o
objetivo de diminuir o efeito negativo da cria ao pé na liberacdo de GnRH/LH no pds-parto
(Stagg et al., 1998). Quando bem realizado, ajuda no manejo da 1A, na deteccdo de estro, além de
potencializar o restabelecimento da ciclicidade. O mesmo consiste no aparte total do bezerro por
um periodo entre 48 e 120 horas a depender do protocolo hormonal (Borges et al., 2009; Perea et
al., 2009; S& Filho et al., 2009b). E importante ressaltar que este tipo de desmame deve ser
realizado dentro de um tratamento hormonal bem estabelecido, o que leva ao aumento da taxa de
prenhez (Geary et al., 2001; Sa Filho et al., 2009b; Vasconcelos et al., 2009), pois, se realizado
isoladamente, produz resultados inconsistentes (Loguércio, 2005).

Uma das grandes vantagens da IATF é a ndo necessidade da deteccéo do estro, um
dos entraves da 1A convencional, sendo assim uma alternativa em propriedades, que néo dispdem
de um manejo adequado e profissional experiente, para deteccdo de estro. Para realizacdo da

IATF é importante conhecer o momento da ovulagdo podendo ser usados hormdnios indutores da
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ovulagdo como o GnRH, o BE e o CE no final do protocolo. Ap6s 0 GnRH ser aplicado, o pico
de LH ocorre por volta de 20 a 120 minutos (Lucy & Stevenson, 1986; Haughian et al., 2004), a
ovulacdo entre 24-36 horas (Tortorella et al., 2013) e a IATF deve ser realizada em 16-18 horas
(Lucy & Stevenson, 1986; Pursley et al., 1995), enquanto que quando o BE é utilizado o pico
acontece entre 16 e 24 horas (Lamoglia et al., 1998) e a ovulacdo em torno de 40 horas (Hanlon
et al., 1997), sendo a IATF realizada ap6s 30 horas quando o BE aplicado um dia apds a retirada
da P4 ou 48 horas ap0s se aplicado no dia da retirada (Ayres et al., 2008). J4 com o CE o pico de
LH ocorre por volta de 30-35 horas e a ovulagcdo ap6s 55 horas (Geary et al., 2001), sendo a
IATF feita apos 48-60 horas (Colazo et al., 2004; S& Filho et al., 2009a).

No contexto da criacdo das ragas localmente adaptadas, como o Curraleiro Pé-
Duro, a implantacdo da IATF tera algumas barreiras a serem vencidas, como a necessidade de
uma maior organizacdo da propriedade como um todo. Em muitas propriedades ndo é feito um
bom manejo nutricional, sanitario e zootécnico, sendo estes fundamentais para bons resultados. O
treinamento dos funcionarios no trato com os animais durante as manipula¢es hormonais
prevenindo o estresse desnecessario € outro topico que devera ser melhorado. Contudo, o grande
desafio é estimular o proprietario a investir nesta nova tecnologia que trard custos que antes ndo
existiam. Ou seja, mostrar a maior rentabilidade da sua atividade se ele der o minimo de

condigcdes para a raga demonstrar todo seu potencial econdmico em condigOes especiais.
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1 RESUMO

O objetivo do trabalho foi caracterizar e comparar a dinamica folicular de novilhas e vacas
Curraleiras Pé-Duro criadas em um ambiente de clima tropical seco. Novilhas (n =12) e vacas (n
= 11) ndo lactantes e ciclicas foram examinadas diariamente (avaliacdo ultrassonografica) durante
o intervalo entre duas ovulacdes (um ciclo estral). O tamanho e posicao de foliculos maiores que
3 mm e do corpo lateo (CL) foram registrados. Ndo houve diferenca na dinamica folicular entre
novilhas e vacas. Desta forma, os dados foram unificados de acordo com o numero de ondas
foliculares. As fémeas apresentaram em sua maioria dois padrdes de ondas foliculares, duas
(36,8%) e trés (63,2%), ndo havendo diferenca na duracdo do ciclo estral entre estes. Nos animais
com trés ondas, a fase de dominancia (dias), taxa de crescimento (mm/d) e méaximo didmetro
(mm) do segundo foliculo dominante (FD) foram menores em relacdo aos outros. Assim como, 0
namero de foliculos nesta onda foi menor em relagdo as outras. Nos animais com trés ondas, a
taxa de crescimento (1,2 + 0,1 mm/d vs 0,8 + 0,1 mm/d) e maximo didametro do foliculo
ovulatorio (FO; 13,1 £ 0,3 mm vs 12,1 + 0,2 mm) foram maiores em relacdo aos com duas ondas,
respectivamente. Independentemente do padréo de ondas, a dura¢do do FO foi menor do que do
FD ndo ovulatdrio das outras ondas. O desenvolvimento do CL néo diferiu entre os animais com
duas e trés ondas. Foram encontradas diferencas na dindmica folicular de animais com duas e trés
ondas, sendo algumas caracteristicas foliculares semelhantes a animais Bos taurus e outras a Bos
indicus, possivelmente pela introgressdo de genes zebuinos na raga. Os resultados poderdo ser
utilizados para a melhor manipulacdo do ciclo estral contribuindo para a obtengéo de bons
resultados na inseminacao artificial, inseminacéo artificial em tempo fixo e na multipla ovulacao

e transferéncia de embrides.



Palavras-chave: conservacao; corpo luteo; foliculo subordinado; foliculo dominante; recursos

genéticos.
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2 ABSTRACT

The aim of the present study was to characterize ovarian follicular dynamics in locally adapted
Curraleiro Pé-Duro cows and heifers. Cyclic heifers (n =12) and non-lactating, multiparous cows
(n = 11) were examined daily by ultrasonography for two consecutive ovulations (an estrous
cycle). Follicles > 3 mm and corpus luteum (CL) were measured and followed until they
disappeared. Follicular and luteal characteristics were not different between heifers and cows.
Consequently, data on cows and heifers were combined according to the number of follicular
waves. Follicular dynamics was characterized by the predominance of two (36.8%) and three
(63.2%) follicular waves. No difference in estrous cycle length between these follicular wave
patterns was observed. In animals showing three waves, dominance phase (days), growth rate
(mm/d) and maximum diameter of second dominant follicle (DF) was smaller (P < 0.05) than
other DFs. Also, the number of recruited follicles was smaller in the second follicular wave. The
ovulatory follicle (OF) growth rate (1.2 = 0.1 mm/d vs 0.8 £ 0.1 mm/d) and maximum diameter
(13.1 £ 0.3 mm vs 12.1 + 0.2 mm) were greater (P < 0.05) in females showing three waves
respectively. The ovulatory wave was shorter (P < 0.05) than the preceding waves regardless of
the wave pattern. No difference was found in CL development between females with two and
three follicular wave patterns. Some follicular dynamics characteristics were similar to Bos
taurus and others to Bos indicus confirming the crosses made throughout the years. Data from
this study will be useful to a better estrous cycle manipulation aiming good results in artificial
insemination (Al), fixed-time Al (FTAI) and multiple ovulation and embryo transfer (MOET)

programs.
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3 INTRODUCAO

A raca localmente adaptada Curraleiro Pé-Duro, tem origem na raca Mirandesa
trazida pelos colonizadores portugueses e espanhdis para a América Latina, ha mais de 500 anos
(Primo, 1992). No Brasil, sua criagdo foi estabelecida em &reas com baixa qualidade de
pastagem, umidade e altas temperaturas (Nordeste e Centro-Oeste), resultando em animais
rusticos e resistentes a condi¢@es desfavoraveis (Serrano et al., 2004; Bianchini et al., 2006).

O cenario do mercado econdmico futuro aponta que o consumidor cada vez mais
sera exigente quanto a carne ingerida, e que a utilizacdo de produtos quimicos (antibioticos,
antiparasitarios) sera a minima possivel. Desta forma, caracteristicas observadas no Curraleiro
Pé-Duro como, a maior resisténcia a doencas em geral, ectoparasitas, endoparasitas e
intoxicacOes (Egito et al., 2002; Mariante & Egito, 2002) tornam-se grandes atrativos, tornando-
se uma alternativa de produgdo com menor investimento (Neiva et al., 2011). Entretanto, devido
a intensa pressdo de selecdo genética realizada nas ragas exdticas Bos taurus e Bos indicus e
cruzamentos desordenados destas com o Curraleiro Pe-Duro, sua populacdo teve uma queda para
em torno de 5.000 animais (Fioravanti et al., 2011).

A preservacdo e expansdo da raga passam pela utilizagcdo de biotecnologias da
reproducdo como a inseminacdo artificial em tempo fixo (IATF) e a mdultipla ovulagédo e
transferéncia de embrides (MOTE), por exemplo. Contudo, para o sucesso na IATF e/ou MOTE é
necessario o conhecimento da fisiologia reprodutiva da raga como, por exemplo, o padrdo do
namero de ondas foliculares, nimero de foliculos recrutados na emergéncia, tamanho de foliculo
dominante (FD) e duracdo do ciclo estral, ainda desconhecido para esse tipo de animal. Nas racas
taurinas (Ginther et al., 1989; Sirois & Fortune, 1988; Sartoti et al., 2001; Alves et al., 2002) e
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zebuinas (Figueiredo et al., 1997; Alvarez et al., 2000; Castilho et al., 2007 Coutinho et al., 2007)
selecionadas geneticamente pelo homem, varios estudos sobre a dindmica folicular foram
realizados, conduzindo a uma boa manipulacdo hormonal e aumento dos indices reprodutivos
(Baruselli et al., 2006; B0 et al., 2006; Sa Filho et al., 2013). Entretanto, existem diferencas
fisiologicas entre estas duas linhagens sanguineas selecionadas pelo homem (Baruselli et al.,
2007), sendo possivel que o Curraleiro Pé-Duro, selecionado “naturalmente”, possa ter também
particularidades reprodutivas.

O objetivo do presente trabalho foi caracterizar e comparar a dinamica folicular de

novilhas e vacas Curraleiras Pé-Duro criadas em um ambiente de clima tropical seco.



4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Local, Manejo Alimentar e Animais

O experimento foi realizado durante os meses de fevereiro e margo na Fazenda
Experimental Sucupira, Riacho Fundo, DF, Brasil (15°52°-15°56’S 48°00°-48°02°0). A altitude
no local varia de 1050 a 1250 metros, sendo o clima predominante o Koppen Aw, indicando
inverno seco (umidade relativa pode chegar a 10%) e verdo chuvoso.

Foram utilizadas 11 vacas pluriparas, ndo lactantes, entre trés e oito anos, e 11
novilhas com dois anos, com condicdo corporal média 3 (1- muito magra e 5- muito gorda;
Wildman et al., 1982). Os animais foram mantidos durante todo experimento em pastagem de
Brachiaria decumbens, com suplementacdo mineral e acesso a agua ad libitum.

Todos os procedimentos descritos no trabalho foram aprovados pelo Comité de
Etica e Bem Estar Animal da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, protocolo CEUA
02/2013.

4.2 Sincronizagéo da ovulacéo e avaliacéo ultrassonografica

Previamente ao Experimento, todos os animais foram submetidos a exame

ginecologico que constava de palpacédo retal, avaliagdo ultrassonografica (Mindray 2200 Vet,
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Shenzhen, China; equipado com probe transrectal de 7,5 MHz) e vaginoscopia, para determinar a
ocorréncia ou ndo de doencas ou anormalidades no trato reprodutivo.

O estro foi sincronizado com duas aplicacbes de D-Cloprostenol intramuscular
(IM; 0,150 mg PGF,; Prolise®, Tecnopec LTDA, Sdo Paulo, Brazil) administradas com o
intervalo de 11 dias. A partir do dia seguinte a segunda aplicacdo de PGF,, 0s animais foram
observados quanto a manifestacdo de estro duas vezes ao dia com intervalo de 12 horas, por um
periodo de 30 minutos com auxilio de rufido. O momento do estro foi determinado quando uma
fémea permitiu a monta pelo rufido ou por outra fémea (Galina & Orihuela, 2007).

No dia seguinte da segunda aplicacdo de PGF,, também foi iniciada a avaliacdo
ovariana ultrassonografica (Mindray 2200 Vet, Shenzhen, China; equipado com probe transretal
de 7,5 MHz), a cada 24 horas (08:00 h as 10:00 h da manhd), até dois dias ap6s a segunda
ovulacdo consecutiva. A duracdo do ciclo estral foi caracterizada pelo periodo entre duas
ovulag@es. Cada foliculo maior de 3 mm e o corpo lateo (CL) foram monitorados diariamente e
desenhados em uma ficha de dindmica folicular, caracterizando o tamanho e localizagdo no
respectivo ovéario. O diametro folicular foi determinado pela média de dois diametros
perpendiculares entre eles. O dia da ovulacdo (Dia 0) foi determinado apds a identificacdo do
estro, e desaparecimento abrupto do FD (> 10 mm) entre dois exames consecutivos com
formacdo subsequente de um CL. A mensuracdo do volume (V) do CL foi feita apds
identificacdo dos didmetros perpendiculares (Da e Db) do mesmo. O volume foi calculado pela
formula V= 4/3 x n x R® onde R= (Da/2 + Db/2)/2. Os corpos liteos cavitarios foram
mensurados subtraindo-se o volume da cavidade com liquido do volume total. A duragdo do CL
foi caracterizada pela primeira identificacdo ao redor de dois dias apos ovulagdo até sua ultima
visualizacdo anterior a ovulagéo seguinte.

A onda folicular foi caracterizada pelo crescimento inicial de um grupo de
foliculos, em torno de 4 mm, em que apos alguns dias, um obteve maior dimensdo (FD) em
relacdo aos outros, que comecaram a diminuir de tamanho. O dia da emergéncia folicular foi
determinado pelo dia em que o futuro FD (=10 mm) da respectiva onda folicular tinha em torno
de 4 mm, em analise retrospectiva. O FD foi definido como o maior foliculo que cresceu até em
torno de 10 mm ou mais, e que era pelo menos 2 mm maior que o maior foliculo subordinado
(FS). Foi considerado foliculo ovulatério (FO) o ultimo foliculo dominante, independentemente

do numero de ondas, que veio a ovular. A duragdo do FD e maior FS compreendeu desde sua
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primeira identificacdo na emergéncia até completa atresia ou ovulagdo no caso do FO. A fase de
dominancia (dias) do FD foi caracterizada pelo periodo de crescimento e manutencdo do
diametro. A taxa de crescimento folicular (mm/d) do FD e maior FS foi calculada pela razéo

entre a variacao observada no diametro folicular e o nimero de dias de observacéo.

4.3 Analise estatistica

As andlises dos dados foram realizadas com o auxilio do software estatistico
gratuito R Core Team 2013 (R: A language and environment for statistical computing. R
Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria) adotando-se como nivel de significancia
P <0,05. Inicialmente 0 modelo estatistico teve como efeito principal de grupo a categoria animal
(vaca vs novilha). Contudo, ap6s comparacdo das médias das caracteristicas foliculares pelo
método de Bootstrap verificou-se a grande semelhanca entre os grupos. Desta forma optou-se por
unir o banco de dados e comparou-se o efeito médio das caracteristicas foliculares de acordo com
0 numero de ondas (2 vs 3). Os ajustes das curvas de desenvolvimento folicular e luteal foram
realizados pelo modelo de regressdo linear (método dos minimos quadrados), sendo a variavel
resposta o tamanho do FD e volume do CL, respectivamente, e a covariavel os dias de avaliac&o.
Para avaliar a qualidade do ajuste da curva, utilizou-se como critério o coeficiente de
determinacéo (R?), bem como a anélise gréfica dos residuos. A comparagdo de médias entre os
grupos com 2 e 3 ondas para as diversas caracteristicas foliculares e luteais foi realizada pelo
método Bootstrap. Este método foi escolhido devido ao tamanho da amostra disponivel ndo ser
suficientemente grande para garantir 0s pressupostos necessarios para aplicacdo dos testes
classicos de comparacdes de médias. Os dados foram apresentados como média * erro padréo da
média (EPM).



5 RESULTADOS

Das 11 vacas avaliadas uma foi excluida da andlise por ndo ter sido observada
ovulacdo subsequente apds 55 dias da primeira. Quanto as novilhas (n = 11), duas foram
excluidas da anéalise estatistica, sendo uma por ter demonstrado quatro ondas foliculares e uma
por ter tido intervalo entre ovulages atipico (14 dias).

As novilhas (n = 9) e vacas (nh = 10) demonstraram basicamente dois
padrdes de ondas foliculares: duas ondas (33,33%, n = 3; 40%, n = 4) e trés ondas (66,67%, n =
6; 60%, n = 6), respectivamente. Comparando-se vacas e novilhas com o mesmo padréo folicular
de ondas, pela analise de regressao e comparacdo de médias (Bootstrap), ndo foram observadas
diferengas (P > 0,05) nas caracteristicas foliculares e luteais. Consequentemente, optou-se por
unificar os dados e comparou-se o desenvolvimento folicular e luteal entre animais com duas
(20, 36,8%; n = 7) versus trés (30, 63,2%; n = 12) ondas foliculares. O padrdo do
comportamento do FD nos animais com duas ondas (20) e trés ondas (30), pode ser verificado
nas Figuras 2.1 e 2.2.
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Figura 2.1. Equagdo de regressdo do padrdo de comportamento do desenvolvimento do 1° e 2° foliculo dominante
(FD) nos animais do grupo 20, A e B, respectivamente e do 1°, 2° e 3° FD nos animais do grupo 30, C, D e E,
respectivamente. A = 4,383041 + 2,241644 x — 0,277616 x2 + 0,0088 x3, R®> = 0,51; B = 4,27146 + 0,98906 X —
0,01846 x2, R® = 0,89; C = 4,325581 + 2,731449 x — 0,305909 x? + 0,008688 x3, R* = 0,58; D = 3,87059 + 2,31368 x
—0,31202 x2 + 0,01007 x3, R? = 0,67; E = 3,95774 + 1,98322 x — 0,09814 x?, R* = 0,91, em que Y = tamanho do FD
e X = dia da mensuragdo. As ondas foram normalizadas para o dia 0, independentemente de ser a 1%, 2%ou 3%
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Figura 2.2. Exemplo do padréo de crescimento do foliculo dominante (FD) nos animais com duas (A)
e trés ondas (B) foliculares na raga Curraleiro Pé-Duro.

5.1 Dinamica folicular

As caracteristicas do ciclo estral, FD e maior FS em cada onda folicular dos

grupos 20 e 30, podem ser observados nas Tabelas 2.1 e 2.2.



41

Tabela 2.1. Caracteristicas do desenvolvimento folicular e foliculos dominantes (FD; média + EPM) dos padrdes 2 e
3 ondas foliculares nas fémeas Curraleiras Pé-Duro.

Grupos
Parametros 2ondas (n=7) 3 ondas (n=12)
Intervalo entre ovulagdes (dias) 214+04 223+£0,6
Intervalo estro-ovulacdo (horas) 24.8+3,0 2620
Dia emergéncia da 1* onda* 04+0,3 0,2+0.1
Dia emergéncia da 2* onda* 11,12+ 0.4 9.1+0,6
Dia emergéncia da 3* onda* - 15,1+ 0.6
Numero de foliculos recrutados na 1* onda 10,8+ 1.3 12,34+£0,9
Numero de foliculos recrutados na 2* onda 10+1.8 8.48+0.9
Numero de foliculos recrutados na 3* onda - 14,14+ 13
Duracédo do 1° FD (dias) 1424+1.1 15.34+0,8
Duracdo do 2° FD (dias) 10bB.1+0.3 11,428+ 0.5
Duragcio do 3° FD (dias) - 7,262+ 0,2
Fase de dominancia do 1° FD (dias) 8,7£0.6 9,34+ 0,5
Fase de dominancia do 2° FD (dias) 1021+ 0,3 708 +0,5
Fase de dominancia do 3° FD (dias) - 7.2B2+0,2
Fase de regressdo 1° FD (dias) 5,5+£0.64 5.9+0.5
Fase de regressdo 2° FD (dias) - 45+04
Taxa de crescimento do 1° FD (mm/d) 1+0,1 1B+0,1
Taxa de crescimento do 2° FD (mm/d) 0,82+0,1 0,98+ 0,1
Taxa de crescimento do 3° FD (mm/d) = 1,241+ 0,1
Maximo Diametro do 1° FD (mm) 10,6*4+0,3 12,524+ 0,4
Maximo Diadmetro do 2° FD (mm) 12,1282+ 0.2 9.,9bB+ 0,2
Méximo Diadmetro do 3° FD (mm) - 13,141+0.3
Dia do Maximo Diametro do 1° FD* 5.8+0,9 6,5+0,5
Dia do Méaximo Diametro do 2° FD* 202+ 0,5 14,4+ 0.8
Dia do Méaximo Diametro do 3° FD* - 21,5+0,6

*b Médias com diferentes letras sobrescritas na mesma linha diferem a um nivel de significancia de 5%. ~®¢ Médias
com diferentes letras sobrescritas para a mesma coluna dentro do mesmo pardmetro diferem a um nivel de
significancia de 5%.

12 Médias dos foliculos ovulatérios com diferentes ndmeros sobrescritos diferem a um nivel de significancia de 5%.

“ Dia 0 = dia da ovulac#o.

Entre os animais com 20 versus 30 houve diferenca (P < 0,05) nos seguintes
parametros (Tabela 1): (1) o dia da emergéncia da 2° onda foi precoce no grupo 30; (2) duracéo
do 2° FD foi menor no 30; (3) a duracdo do FO foi menor no 30; (4) a fase de dominancia do 2°
FD no 30 foi menor; (5) a fase de dominancia do FO foi menor no 30; (6) o0 maximo diametro
do 1° FD foi maior no 30; (7) o maximo didmetro do 2° FD foi menor no 30; (8) o maximo
didametro do FO foi maior no 30; (9) e o dia do maximo didmetro do 2° FD foi precoce no 30.

Dentro do grupo 20 houve diferenga (P < 0,05) entre os seguintes parametros: (1)
a duracdo do 2° FD foi menor; (2) e 0 méximo didmetro do 2° FD foi maior. J& na comparacdo de
médias entre as ondas foliculares do grupo 30, (1) o nimero de foliculos recrutados na segunda
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onda foi menor que na primeira e terceira ondas; (2) a duragéo do 1° FD foi maior que a do 2° FD
e 3° FD, sendo ainda a duragéo do 2° FD maior que a do 3° FD; (3) a fase de dominéncia do 1°
FD foi maior em relacdo a segunda e terceira ondas; (4) o maximo diametro do 2° FD foi menor
que o do 1° FD e 3° FD; e (5) a taxa de crescimento do 3° FD foi maior que ado 1° FD e 2° FD.

Tabela 2.2. Caracteristicas do maior foliculo subordinado (FS; média + EPM) nos padrdes 2 e 3 ondas foliculares
nas fémeas Curraleiras Pé-Duro.

Grupos
Parametros 2ondas (n=7) 3 ondas (n=12)
Duragdo do 1° FS (dias) 71+1 6,8+ 0,6
Duragcéo do 2° FS (dias) 92+0.8 6,3+ 0,2
Duracdo do 3° FS (dias) - 6.7+0,3
Fase crescimento do 1° FS (dias) 4,5+0,6 3.8+04
Fase de crescimento do 2° FS (dias) 6.12+ 0,8 3,80+0.1
Fase de crescimento do 3° FS (dias) . 4+£0.2
Fase de regressdo 1°FS (dias) 2.5+0.5 3+£03
Fase de regressdo do 2° FS (dias) 2.8+0,3 2,4+0,2
Fase de regressdo do 3° FS (dias) - 2,6+0,2
Taxa de crescimento do 1° FS (mm/d) 0.83+0.1 0.964+0,1
Taxa de crescimento do 2° FS (mm/d) 0,68+ 0,1 0,768+ 0,1
Taxa de crescimento do 3° FS (mm/d) - 0,884+0,1
Maximo diametro do 1° FS (mm) 73+ 0,5 7.5+£0.3
Maximo didmetro do 2° FS (mm) 7.8+0.5 7+0,2
Maximo didmetro do 3° FS (mm) - 7.6+£04
Dia do méximo didmetro 1° FS 4+0,8 2,7+0,3
Dia do méximo didmetro 2° FS 16,12+ 0,9 12,16+ 0,6
Dia do méximo didmetro 3° FS - 18.2+0.,6

*b Médias com diferentes letras sobrescritas na mesma linha diferem a um nivel de significancia de 5%.
ABC Médias com diferentes letras sobrescritas para a mesma coluna diferem a um nivel de significancia de 5%.
Dia 0 = dia da ovulagéo.

Com relagéo ao maior FS em cada onda folicular entre os animais dos grupos 20 e
30 (Tabela 2.2), (1) a duracdo do 2° FS foi menor no 30; (2) a fase de crescimento do 2° FS foi
menor no 30; (3) e o dia do maximo didmetro do 2° FS foi precoce no 30. Dentro do 20 néo
houve diferenca (P > 0,05) no desenvolvimento do FS nas diferentes ondas. J& entre os animais

do 30, (1) a taxa de crescimento do 2° FS foi menor que ado 1° FSe 3° FS.

5.2 Volume luteal (mm®)
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N&o houve diferenca no desenvolvimento luteal entre os animais com duas e trés
ondas, desta forma optou-se por apresentar os valores médios das caracteristicas do CL (Tabela

2.3) e 0 comportamento do desenvolvimento luteal (Figura 2.2).

Tabela 2.3. Caracteristicas do CL e valores médios (média £ EPM) observados nas fémeas Curraleiras Pé-
Duro.

Parametros Valores Médios (n=19)
Duracdo do CL (dias) 20,6+1.8

Fase de crescimento (dias) TTE£2.1

Fase de manutencao (dias) 62+24

Fase de regressdo (dias) 6,718
Maximo volume (mm?) 5.486+ 1656

Dia do méximo volume” 94+25

“Dia 0 = dia da ovulagéo
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Figura 2.3. Equacdo de regressdo do volume do CL (mm?®) ao
longo do ciclo estral de fémeas (n = 19) da raca Curraleiro Pé-
Duro. Y = 787,66 x - 34,44 x2, R* = 0,93, em que Y = volume do
CL e x = dia da mensuragdo.



6 DISCUSSAO

Acredita-se que esta foi a primeira descricdo da dinamica folicular ovariana em
fémeas da raca taurina localmente adaptada Curraleiro Pé-Duro em condic¢des de clima tropical
seco. Os resultados demonstraram que ndo houve diferenca no desenvolvimento folicular e luteal
entre vacas (pluriparas e ndo lactantes) e novilhas. Em contrapartida, Wolfenson et al., (2004)
encontraram diferencas na dindmica folicular entre novilhas solteiras e vacas lactantes na raca
Holandesa, provavelmente devido aos diferentes momentos da vida reprodutiva entre as fémeas,
refletindo as diferencas metabdlicas de ambas categorias.

Houve predominancia de dois padrbes de desenvolvimento folicular, duas ondas
(36,8% = 7/19) e trés ondas (63,2% = 12/19), semelhante ao encontrado em outros estudos
(Ginther et al., 1989; Alvarez et al., 2000; Noseir et al., 2003; Wolfenson et al., 2004; Jaiswal et
al., 2009). A ocorréncia de apenas uma fémea com quatro ondas foliculares no presente trabalho
estd de acordo com os dados da literatura (; Savio et al., 1988; Sirois & Fortune, 1988; Rhodes et
al., 1995; Figueiredo et al., 1997), nos quais este padrdo de ondas foi pouco observado. Alguns
trabalhos relatam a maior ocorréncia de animais com trés ondas foliculares (Savio et al., 1988;
Sirois & Fortune, 1988; Rhodes et al., 1995; Noiser et al., 2003), ja outros encontraram uma
maior proporcdo de animais com duas ondas (Ginther et al., 1989; Alvarez et al., 2000; Townson
et al., 2002; Wolfenson et al., 2004), existindo entdo esta divergéncia. A diferenca nos resultados
pode ter origem na predisposicdo genética, condicBes ambientais diferenciadas e fatores
nutricionais (Boland et al., 2001). Estes fatores podem influenciar as concetracGes de estradiol-
17B (E2) sérico e consequentemente o numero de picos do horménio foliculo estimulante (FSH)

que estimulam o inicio de uma nova onda folicular (Adams et al., 1992).
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O intervalo entre ovulagdes foi semelhante entre os animais do grupo 20 (21,4 £
0,4 d) e 30 (22,3 £ 0,6 d), 0 que contraria 0 observado em outros estudos (Alves et al., 2002;
Noiser et al., 2003; Wolfenson et al., 2004; Jaiswal et al., 2009), nos quais 0s animais com trés
ondas foliculares tinham intervalo entre ovulagdes maior. Contudo, Savio et al., (1988) e Ahmad
et al., (1997) também ndo encontraram diferenca no intervalo entre ovulagdes, nos animais com
duas e trés ondas foliculares, em novilhas e vacas Bos taurus.

Ginther et al., (1989) relataram que o aparecimento da terceira onda folicular
estaria relacionado com a maior duracdo da fase luteal, 0 que ndo foi observado no presente
estudo (19,8 £ 0,7 d, 20 vs 21 £ 0,5 d, 30). A hipétese de que a duracgdo (dias) da primeira onda
folicular determinaria o padrdo de ondas (Jaiswal et al., 2009) também nédo foi observada no
trabalho, dada a igualdade na duracdo (14,2 + 1,0 d, 20 vs 15,3 £ 0,7 d, 30) e fase de dominancia
(8,7+0,6d,20vs 9,3+0,4d, 30) do FD. Noseir (2003) creditou o surgimento da terceira onda
ao fato do segundo FD ndo ser capaz de atingir didmetro e concentracdo de E2 sérico maior que
10 mm e 5 pg/ml, respectivamente, estando de acordo com tamanho folicular observado no
estudo.

O intervalo estro-ovulacdo encontrado (24,8 a 26 horas) foi semelhante ao
observado na literatura (Cavalieri et al., 1997; Pinheiro et al., 1998; Wolfenson et al., 2004). A
identificacdo do momento do estro é fundamental para o desenvolvimento de biotecnologias
como a inseminacdo artificial (IA) e a maltipla ovulacdo e transferéncia de embrides (MOTE;
Galina & Orihuela, 2007). O resultado encontrado nas fémeas Curraleiras Pé-Duro, corrobora
com a prética de inseminar 12 horas apos detec¢do do estro (Dorsey et al., 2011), pois permitiria
um tempo em torno de 13,4 horas para a capacitacdo espermatica.

Independentemente do grupo (20 ou 30), 0 momento da emergéncia folicular da
primeira onda foi verificada em até 24 horas ap6s ovulacdo, sendo precoce ao relatado para
fémeas Bos indicus (Figueiredo et al., 1997), porém semelhante a fémeas Bos taurus (Ginther et
al., 1989). O dia da emergéncia da segunda onda (11,1 £ 0,4 d), para animais do 20, e da segunda
(9,1 £ 0,6 d) e terceira ondas (15,1 £ 0,6 d), para os animais do 30 corrobora com outros
trabalhos em animais Bos taurus e Bos indicus (Sirois & Fortune, 1988; Rhodes et al., 1995;
Ahmad et al., 1997; Wolfenson et al., 2004). Rhodes et al. (1995) e Jaiswal et al. (2009)
sugeriram que a emergéncia precoce da segunda onda nos animais com trés ondas poderia ser

devido ao menor periodo de dominéncia do 1° FD. Contudo, no presente estudo ndo houve
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diferenca na fase de dominancia do 1° FD (8,7 + 0,6 d, 20 vs 9,3 £ 0,4 d, 30), assim como em
outros trabalhos (Ginther et al., 1989; Figueiredo et al., 1997; Noseir, 2003). O conhecimento do
dia da emergéncia folicular € importante para a utilizacdo da MOTE, por exemplo, pois esta
biotécnica reprodutiva apresenta melhores resultados quando iniciada no momento da mesma
(Mapletof et al., 2009).

O namero de foliculos no inicio das ondas foliculares foi similar ao encontrado por
Savio et al. (1988) em novilhas holandesas, porém inferior ao observado por Alvarez et al. (2000)
em vacas pluriparas lactantes das racas Angus, Brahman e Senepol. As diferencas encontradas
podem estar associadas a diferentes concentragdes hormonais do E2, FSH, fator de crescimento
semelhante a insulina (IGF-1) e do hormdnio do crescimento (GH) entre racas Bos taurus e Bos
indicus (Alvarez et al., 2000). Estes pesquisadores verificaram que a concentracdo de IGF-1 na
raca Senepol (Bos taurus adaptada ao clima tropical) era inferior a raca Brahman (Bos indicus) e
superior a raca Angus (Bos taurus). Esta, provavelmente, é uma das causas do maior nimero de
foliculos pequenos (< 5 mm) na raca Brahman, seguido pela Senepol e Angus. Burns et al.
(2005), estudando vacas Holandesas verificaram que, as com maior nimero de foliculos no
ovario, tinham uma concentracdo menor de FSH em relacdo as com menor nimero de foliculos,
contudo ndo houve diferencga na concentracdo de E2 e IGF-1. Este achado evidencia que outros
fatores além do FSH e IGF-1 podem estar envolvidos na regulacdo do namero de foliculos dentro
do ovério e consequentemente na emergéncia. O conhecimento das concentracbes hormonais e
fatores de crescimento ao longo do ciclo nas fémeas Curraleiras Pé-Duro em futuros estudos
torna-se importante para a utilizacdo da MOTE. Isto porque, existem diferengas na concentragéo
fisioldgica de determinados hormonios (Alvarez et al., 2000) e de sensibilidade a estimulacéo
com FSH nos animais Bos taurus e Bos indicus (Barros & Nogueira, 2001). O maior nimero de
foliculos na primeira onda folicular em relacdo a segunda nos animais do grupo 30 e a maior
variacdo no momento do inicio da segunda onda (Baruselli et al., 2006; Ginther et al., 1989),
sugerem a maior eficiéncia do tratamento de superovulacao se realizado durante a primeira onda
folicular. Adams et al. (1994) nao encontraram diferenga na resposta superovulatoria utilizando a
primeira ou segunda onda, contudo sugere a utilizagdo da primeira devido a menor variagdo em
sua emergéncia. Nasser et al. (1993) relataram que quanto mais préximo da emergéncia folicular

o tratamento superovulatorio for realizado, melhor sera o resultado.
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No grupo 30, a duragdo e a fase de dominancia (7,2 + 0,2 d) do FO, foi menor que
nos dominantes anteriores, contudo a taxa de crescimento (1,2 + 0,1 mm/dvs 0,9+ 0,1 mm/de 1
+ 0,1 mm/d) foi inversa, sendo maior no FO. A duracdo do 1° FD (15,3 + 0,8 d) foi semelhante
ao encontrado em novilhas Holandesas (16,9 £+ 0,9 d, Sirois & Fortune, 1988), porém maior do
que em vacas Nelore (13 £ 0,6 d, Figueiredo et al., 1997) e novilhas Hereford (11,3 = 0,8 d,
Savio et al., 1988). O 2° FD (11,4 £ 0,5 d) teve duracdo semelhante ao encontrado em fémeas
Nelore (11,5 + 0,42 d, Figueiredo et al., 1997), menor que nas novilhas Holandesas (13,1 + 0,8 d,
Sirois & Fortune, 1988) e maior que nas novilhas Hereford (7,3 + 0,8 d, Savio et al., 1988). Ja a
duragédo do FO (7,2 £ 0,2 d) foi semelhante nas fémeas Nelore (6,8 = 0,5 d, Figueiredo et al.,
1997) e novilhas Holandesas (6,1 + 0,7 d, Sirois & Fortune, 1988), porém menor que em novilhas
Hereford (5,9 + 0,3 d, Savio et al., 1988). Estas semelhancas na dindmica folicular ora para com
animais Bos taurus ora para com animais Bos indicus, refletem os cruzamentos realizados na raca
de origem europeia com o gado Zebu ao longo dos anos. Egito (2007) estudando a caracterizacéo
genética das racas no Brasil verificou uma grande riqueza de alelos nas ragas localmente
adaptadas em relacdo as taurinas e indianas puras, devido a miscigenacdo desde os tempos
coloniais. Além disto, as racas locais tiveram uma menor distancia genética para com as indianas
em relacdo as européias puras, muito provavelmente pelo cruzamento destas, objetivando animais
mais resistentes e rusticos. Além da miscigenacdo, as caracteristicas adaptativas adquiridas ao
longo dos anos também influenciaram na maior proximidade dos parametros reprodutivos para
com 0s animais Bos indicus.

No grupo 20, a duracdo do FO (10 + 0,3 d) foi menor do que a do 1° FD (14,2 +
1,1 d), contudo a fase de dominancia (10 £ 0,3, 1° FD e 8,71 £ 0,6 d, FO) e a taxa de crescimento
(0,80 £ 0,03 mm/d, 1° FD e 1,02 £ 0,09 mm/d, FO) foram semelhantes para ambos os foliculos
dominantes, ao contrario dos animais com trés ondas. A duragdo do 1° FD (14,2 +1,1d) e 2° FD
(10 £ 0,3 d) foi semelhante ao encontrado por Figueiredo et al. (1997) em vacas Nelore (14,7 +
0,7d,1°FD e 9+ 0,6 d, 2° FD) e por Savio et al. (1988) em novilhas Hereford (14,2 + 2,8 d, 1°
FD e 9 +1d, 2° FD). Na comparacdo do FO dos animais dos grupos 20 vs 30, 0s primeiros
tiveram uma duracéo e fase de dominancia maior que os segundos, semelhante ao encontrado em
outros trabalhos (Savio et al., 1988; Ahmad et al., 1997; Figueiredo et al., 1997; Townson et al.,

2002). Alguns trabalhos relacionam a maior duracdo do FO a um comprometimento da qualidade
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oocitaria (Ahmad et al., 1995; Austin et al., 1999), e consequentemente uma menor taxa de
prenhez (Ahmad et al., 1997; Townson et al., 2002).

A taxa de crescimento do FO dos animais com duas ondas (0,8 £ 0,1 mm/d) foi
inferior a dos com trés ondas (1,2 = 0,1 mm/d), sendo semelhante aos dados de Ahmad et al.
(1997) que observaram para animais com duas e trés ondas, 1 + 0,1 mm/d e 1,5 £ 0,1 mm/dia,
respectivamente. As taxas de crescimento independentemente do padréo folicular foram menores
do que relatado em animais Bos taurus (1,6 mm/d, Sirois & Fortune, 1988; 3 a 5,5 mm/d, Savio
et al., 1988). Em relacdo aos animais Bos indicus com duas e trés ondas foliculares, a taxa de
crescimento do FO foi proxima (0,9 + 0,1 e 1,1 £ 0,1 mm/d, Figueiredo et al., 1997; 0,8 + 0,1 e
1,1 + 0,1 mm/d, Coutinho et al., 2007), respectivamente. Segundo Rhodes et al. (1995) e Noiser
(2003), uma menor concentracdo de P4 durante o desenvolvimento da terceira onda pode resultar
em uma maior taxa de crescimento do FO, o que foi verificado nas vacas Curraleiras. A menor
concentracdo de P4 permite uma maior pulsatilidade do horménio luteinizante (LH) estimulando
assim o crescimento folicular (Fortune, 1994). Por outro lado, o tamanho do 2° FD no grupo 30
foi menor provavelmente devido a alta concentracdo de P4, produzida por um CL maduro,
durante seu desenvolvimento, inibindo assim a pulsatilidade de LH (Sirois & Fortune, 1988;
Figueiredo et al., 1997).

O tamanho do FD nos animais com duas ondas (10,6 £ 0,3 mm, 1° FD e 12,1 + 0,2
mm, 2° FD) e trés ondas (12,5 + 0,4 mm, 1° FD, 9,9 £ 0,2 mm, 2° FD e 13,1 £ 0,3 mm, 3° FD)
foi semelhante ao encontrado em fémeas Bos indicus (10 a 14 mm, Coutinho et al., 2007; 10 a 12
mm, Figueiredo et al., 1997; e 10 a 11 mm, Rhodes et al., 1995). Contudo, estudos em animais
Bos taurus relataram tamanho de FD maior do que o observado no presente estudo (13 a 18 mm,
Ginther et al., 1989; 13 a 15 mm, Jaiswal et al., 2009; 14 a 20 mm, Savio et al., 1988; 16 a 17
mm, Townson et al., 2002; e 13 a 16,5 mm, Wolfenson et al., 2004). O maior FD nas ragas Bos
taurus provavelmente é devido a maior taxa de crescimento observada nestes animais (Savio et
al., 1988; Sirois & Fortune, 1988). A diferenca encontrada entre o taurino Curraleiro Pé-Duro e
os trabalhos citados em animais Bos taurus puros, pode estar situada na introgressao de genes
sofrida pela raga devido aos cruzamentos com animais indianos ao longo dos anos (Egito, 2007).

Alvarez et al. (2000) estudando a ragca Senepol (Bos taurus tropicalmente
adaptada), encontraram tamanho de FO (13,6 £ 0,4 mm) semelhante ao presente estudo. O

tamanho do FO independentemente do padrdo de ondas foi superior ao das ondas anteriores
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provavelmente devido a menor concentracdo de P4 durante seu crescimento (Savio et al., 1988;
Rhodes et al., 1995). Vérios estudos relacionam o maior tamanho do FO com uma maior taxa de
ovulacdo (Sartori et al., 2001; Gimenes et al., 2008), volume luteal (Vasconcelos et al., 2001),
concentracdo de P4 (Tortorella et al., 2013) e taxa de prenhez (Sa Filho et al., 2010). O maior
tamanho do FO nos animais do 30 em relagcdo ao 20, devido a maior taxa de crescimento, vai
contra ao observado em outros trabalhos (Ginther et al., 1989; Alves et al., 2002; Bleach et al.,
2004; Coutinho et al., 2007). Nestes trabalhos, o0 maior periodo de dominancia do FO nos animais
com duas ondas compensou a menor taxa de crescimento, o que levou a um maior FO em relacéo
aos animais com trés ondas. No presente estudo, também foi observado um maior periodo de
dominancia nos animais do 20, porém este fator ndo foi suficiente para compensar a grande
diferenca na taxa de crescimento para com os animais do 30.

O dia do maximo diametro dos FDs nos animais com duas (5,8 £0,9d e 20 £ 0,5
d) e trés ondas (6,5 + 0,5d, 14,4 £ 0,8 d e 21,5 £ 0,6 d) assemelha-se ao encontrado por Savio et
al. (1988) e Ginther et al. (1989) em novilhas Bos taurus, e e Alves et al. (2002) e Coutinho et al.
(2007) em vacas Bos indicus.

Em relacdo ao maior FS o maximo diametro encontrado foi bem menor em relacéo
ao FD em cada respectiva onda, ndo sendo influenciado pelo padrdo de ondas.
Independentemente da onda folicular 0 méximo tamanho do FS (7 a 8 mm) foi similar ao
encontrado em vacas Guzera (7 a 8,5 mm) por Coutinho et al. (2007) e em novilhas holandesas
(6,5 a 8,5 mm) por Sirois & Fortune (1988). O menor tamanho do FS em relacédo ao FD deve-se a
inibicdo desses ultimos para com 0s primeiros, pela producdo de E2 e inibina, diminuindo as
concentracdes de FSH e consequentemente o estimulo para o crescimento dos menores foliculos.
A menor concentragdo de FSH néo afeta o crescimento do FD, pois neste momento, o foliculo se
encontra em estagio diferenciado (dependéncia de LH) e suporta o crescimento em baixas
concentracdes de FSH (Adams et al., 1992; Fortune, 1994; Ginther et al., 2001).

A primeira visualizagdo do CL foi feita dois dias apds ovulagdo em todos 0s
animais, sendo seu acompanhamento possivel de ser realizado até em torno de um dia antes da
ovulagéo seguinte. A duracdo do acompanhamento luteal foi superior ao relatado por Coutinho et
al. (2007), que identificaram o CL quatro dias ap6s ovulacdo e 0 acompanharam por 15 a 17 dias.
O CL cresceu em torno de 7 a 9 dias mantendo-se estavel até em torno do dia 14 da sua

visualizacdo (£ 16 dias do ciclo), quando se iniciou a regressao morfoldgica, assemelhando-se ao
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encontrado por Jaiswal et al. (2009). O maximo volume luteal (5.486 + 1.656 mm?®) atingido em
torno de 9 a 11 dias ap0s a ovulacéo esta de acordo com o encontrado por Alvarez et al. (2000),
Jaiswal et al. (2009) e Wolfenson et al. (2004), nas racas Senepol, Hereford e Holandesa,
respectivamente. Entretanto Rhodes et al. (1995) e Figueiredo et al. (1997) trabalhando com
animais Bos indicus encontraram tamanho luteal menor do que o observado no presente trabalho.
Vasconcelos et al. (2001) e Tortorella et al. (2013) verificaram que um maior FO da origem a um
CL de maiores dimensdes, o que ndo foi observado nos animais do 30 em relacdo ao 20.
Variagdes na metodologia do acompanhamento luteal, categoria animal, época do trabalho e
aporte nutricional podem estar envolvidos na diferenca de um estudo e outro.

O estudo demonstrou que ndo existem diferengas na dindmica folicular entre
novilhas e vacas ciclicas e ndo lactantes Curraleiras Pé-Duro, havendo uma predominéncia no
padrdo de 3 ondas foliculares. O Curraleiro Pé-Duro possui algumas caracteristicas foliculares
semelhantes a animais Bos taurus e outras a Bos indicus, corroborando com a ideia de que ao
longo dos anos, cruzamentos planejados ou ndo, foram realizados. O conhecimento adquirido
servira de base para o desenvolvimento de protocolos hormonais, que visam manipular o ciclo
estral para utilizacdo da 1A, IATF e MOTE, com o objetivo de aumentar o nimero de

descendentes e estimular a criagéo.
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1 RESUMO

O objetivo do estudo foi avaliar a emergéncia e divergéncia folicular na raca localmente adaptada
Curraleiro Pé-Duro, a fim de obter parametros fisiologicos que permitam a manipulacdo
hormonal para inseminacéo artificial em tempo fixo (IATF) e a multipla ovulacéo e transferéncia
de embrides (MOTE). Novilhas (n = 11) e vacas (n =11) ndo lactantes e ciclicas foram avaliadas
pelo ultrassom a cada 8 horas até 5 dias apds a ovulacdo. Houve diferenca somente no tempo
entre a ovulacdo e emergéncia (11,6 = 3,3 h versus 20,3 £ 2,5 h, P < 0,05) e a ovulacdo e
divergéncia (52,4 £ 5,2 h versus 71,8 + 4,1 h, P < 0,05) entre vacas e novilhas, respectivamente.
Apo6s a emergéncia folicular, ambas as categorias animais apresentaram caracteristicas foliculares
semelhantes. Consequentemente, ap6s emergéncia os dados de vacas e novilhas foram unificados
de acordo com o foliculo dominante (FD) e maior foliculo subordinado (FS). O FD e o FS foram
identificados em um mesmo momento (P > 0,05). O namero de foliculos pequenos (< 4 mm, 7,2
+5,1) e médios (4 a < 8 mm, 6,8 + 3,5) foi superior (P < 0,05) ao nimero de foliculos grandes (>
8 mm, 0,6 = 0,5) ao longo dos 5 dias de avaliacdo. No momento da divergéncia (em torno de 45
horas apds a emergéncia) o tamanho do FD (8,1 £ 1 mm) nao diferiu (P > 0,05) do FS (7,6 £ 0,9
mm). A taxa de crescimento do FD e FS foi similar até a divergéncia, sendo que apds, a taxa no
FD manteve-se positiva enquanto que o FS regrediu. Em resumo, as vacas tiveram uma
emergéncia e divergéncia folicular em relacdo a ovulagdo precoce quando comparadas as
novilhas. Este achado aliado ao conhecimento da populagdo folicular no inicio da onda, momento
da divergéncia em relagdo a emergéncia, tamanho do FD na divergéncia e periodo de crescimento
serdo importantes para aplicacéo da IATF e da MOTE.

Palavras-chave: conservacdo, dinamica folicular, foliculo dominante, recursos genéticos.



2 ABSTRACT

The aim of the present study was to characterize ovarian follicular emergence and deviation in
locally adapted Curraleiro Pé-Duro cows and heifers. Cyclic heifers (n =11) and non-lactating,
multiparous cows (n = 11) were examined every 8 hours by ultrasonography and from the day
next to the last injection of PGF,, to five days after ovulation (D 0). The interval from ovulation
to emergence (11.6 £ 3.3 h versus 20.3 + 2.5 h, P <0.05) and ovulation to deviation (52.4 £ 5.2 h
versus 71.8 + 4.1 h, P < 0.05) was shorter in cows than in heifers, respectively. After emergence
no difference was found between cows and heifers. Consequently, after emergence data on cows
and heifers were combined according to the dominant follicle (DF) and largest subordinate
follicle (SF). DF and SF were identified at the same moment (P > 0.05). The mean (x SDM)
number of small (€4 mm, 7.2 £ 5.1) and medium (4 to < 8 mm, 6.8 + 3.5) follicles were greater
than large follicles (> 8 mm, 0.6 + 0.5) from ovulation to 5 days after. DF diameter (8.1 £ 1 mm)
did not differ (P > 0.05) from SF diameter (7.6 £ 0.9 mm) at the moment of deviation (around 45
hours after emergence). DF and SF growth rates were similar until deviation, at this moment SF
growth rate decreased while DF growth rate remained constant. In conclusion, the knowledge of
the interval from ovulation to emergence and from ovulation to deviation, DF and SF diameter at
deviation and DF and SF growth rate will be important in a fixed-time artificial insemination and
in a multiple ovulation embryo transfer hormonal manipulation.

Key-words: conservation, dominant follicle, follicular dynamics, genetic resources.



3 INTRODUCAO

As racas localmente adaptadas, como o Curraleiro Pé-Duro, séo originarias dos
bovinos trazidos durante a colonizacdo a mais de 500 anos, as quais se adaptaram aos diferentes
ecossistemas e condicdes climaticas existentes no Brasil (Fioravanti et al., 2011). A partir de sua
introducdo até os dias de hoje, a criacdo destas racas foi baseada em regime extensivo sem um
manejo nutricional e sanitario adequado (Bianchini et al., 2006; Serrano et al., 2004). Durante 0s
anos de selecdo natural, os animais tornaram-se extremamente rasticos e resistentes ao clima
seco, pastagens de baixa qualidade, altas temperaturas, doencas em geral, endoparasitas e
ectoparasitas (Mariante & Egito, 2002; Egito et al., 2002). A partir da metade do século 20,
apesar de caracteristicas desejaveis como resisténcia e adaptacao a regides de clima tropical seco,
0 namero de animais da raca teve uma queda, ficando em torno de 5.000 (Fioravanti et al., 2011).
Isto, provavelmente, devido a intensa selecdo genética realizada em racgas exoticas de clima
temperado (Bos taurus) e nas racgas zebuinas (Bos indicus), aliado a cruzamentos ndo planejados
do Curraleiro Pé-Duro com estas.

No contexto de preservagdo e disseminacdo da raga, 0 uso de biotecnologias da
reproducdo, como a inseminacdo artificial em tempo fixo (IATF), a mdltipla ovulagdo e
transferéncia de embrides (MOTE) e a producdo in vitro de embrides (PIVE), sdo fundamentais.
Contudo, para uma eficiente manipulacdo hormonal do ciclo estral, o conhecimento da fisiologia
reprodutiva € necessario. Estudos sobre a emergéncia (Adams et al., 1992, 1999) e divergéncia
(Ginther et al., 1997; Castilho et al., 2007) folicular em racas Bos taurus e Bos indicus ja foram
realizados, permitindo a aplicacdo préatica destas biotecnologias em rebanhos comerciais (Bo et
al., 2006; Sa Filho et al., 2013).
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O padrdo do desenvolvimento folicular nos bovinos €é caracterizado por ondas,
geralmente de duas a trés (Ginther et al., 1989; Figueiredo et al., 1997), em que um grupo de
pequenos foliculos antrais (4 mm), estimulados pelo horménio foliculo estimulante (FSH;
Ginther et al., 1996; Driancourt, 2001), crescem em média trés dias (emergéncia folicular). A
partir deste momento o futuro foliculo dominante (FD) emerge e aumenta sua capacidade de
sintese de inibina e estradiol-17p (E2), fazendo um feed-back negativo ao FSH e os subordinados
entram em atresia por consequéncia (divergéncia folicular; Ginther et al., 2001). Apesar deste
padrdo folicular e hormonal, existem algumas diferencas entre as racas Bos taurus e Bos indicus
(Alvarez et al., 2000; Baruselli et al., 2007) que levam a necessidade de uma adequacdo da
manipulacdo hormonal. Por isso é importante o estudo da fisiologia da reproducdo da raca
Curraleiro Pé-Duro, uma vez que se trata de uma raca localmente adaptada, sobre a qual nédo
existem informacGes sobre estes eventos, que uma vez conhecidos aumentaram as chances de
sucesso da IATF, MOTE e PIVE.

O objetivo do estudo foi caracterizar a dinamica folicular durante a emergéncia e
divergéncia folicular em novilhas e vacas da raca Curraleiro Pé-Duro criadas em um ambiente de

clima tropical seco.



4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Local, Manejo Alimentar e Animais

O experimento foi realizado na Fazenda Experimental Sucupira (15°52°-15°56’S
48°00°-48°02°0), Riacho Fundo, Brasil. A altitude no local varia de 1050 a 1250 metros, sendo o
clima predominante o Koppen Aw, indicando inverno seco (umidade relativa pode chegar a 10%)
e verdo chuvoso.

Foram utilizadas 11 vacas pluriparas, ndo lactantes, entre trés e oito anos, e 11
novilhas com dois anos, com condicdo corporal média 3 (1- muito magra e 5- muito gorda;
Wildman et al., 1982). Os animais foram mantidos durante todo experimento em pastagem
(Brachiaria decumbens), com suplementacdo mineral e acesso a agua ad libitum.

Todos os procedimentos descritos no trabalho foram aprovados pelo Comité de Etica e
Bem Estar Animal da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, protocolo CEUA 02/2013.

4.2 Sincronizagao do Estro e Avaliagdo Ultrassonografica

Previamente ao experimento, todos o0s animais foram submetidos a exame
ginecoldgico que constava de palpagdo retal, avaliacdo ultrassonografica (Mindray 2200 Vet,
Shenzhen, China; equipado com probe transrectal de 7,5 MHz) e vaginoscopia, para determinar a

auséncia de doencas ou anormalidades no trato reprodutivo.



63

O estro foi sincronizado com duas aplicacbes de D-Cloprostenol intramuscular
(IM, 0,150 mg, PGF.,; Prolise®, Tecnopec LTDA, Sdo Paulo, Brasil) administradas com o
intervalo de 11 dias. A partir do dia seguinte a segunda aplicacdo de PGF,,, 0s animais foram
observados quanto a manifestacdo de estro trés vezes ao dia com intervalo de 8 horas, por um
periodo de 30 minutos com auxilio de rufido. Este procedimento de deteccdo do estro foi
realizado até o momento da ovulacdo em cada fémea. O momento do estro foi determinado
guando uma fémea permitiu a monta por parte do rufido ou de outra fémea (Galina & Orihuela,
2007).

No dia seguinte a segunda aplicacdo de PGF,, também foi iniciada a avaliacdo
ultrassonografica ovariana (Mindray 2200 Vet, Shenzhen, China; equipado com probe transretal
de 7,5 MHz), a cada oito horas (08:00 h, 16:00 h e as 24:00 h), até 5 dias ap06s ovulacdo e uma
vez ao dia nos dias seis e sete apds ovulacdo. Sendo estas duas Ultimas avaliacdes realizadas para
correta identificacdo do foliculo dominante (FD). O momento da ovulacdo foi determinado ap6s
identificacdo do estro e futuro desaparecimento abrupto do FD (>10 mm) entre dois exames
consecutivos (8/8 h) com formacéo subsequente de um corpo lateo (CL). Cada foliculo maior de
3 mm e o CL foram monitorados diariamente e desenhados em uma ficha de dinamica folicular,
caracterizando o tamanho e localizacdo no respectivo ovario. O didmetro folicular foi
determinado pela média de dois didametros perpendiculares entre eles.

A emergéncia folicular foi determinada pelo momento em que o futuro FD (> 10
mm) tinha em torno de 4 mm, em analise retrospectiva (Ginther et al., 1996). O FD foi
identificado como sendo o maior foliculo que atingiu didmetro > 10 mm e que era maior 2 mm
que o maior foliculo subordinado (FS). Ja o inicio da divergéncia folicular foi definido como, o
inicio da maior diferenca na taxa de crescimento (mm/8h) entre os dois maiores foliculos em
determinado exame, ou exame anterior, em que o FS atingiu seu maximo diametro (Ginther et al.,
1996).

4.3 Anélise Estatistica
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As andlises dos dados foram realizadas com o auxilio do software estatistico
gratuito R Core Team 2013 (R: A language and environment for statistical computing. R
Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria) adotando-se como nivel de significancia
P < 0,05. Os dados foram normalizados para 0 momento da emergéncia ou para a divergéncia
folicular. Os dados de tamanho folicular e taxa de crescimento foram analisados de acordo com o
momento da emergéncia e da divergéncia, ap6s normalizagdo. Os efeitos principais dos exames
sequenciais foram examinados para diferencas entre médias por t-tests. Foi utilizado o modelo
linear generalizado (MLG) utilizando a distribuicdo gaussiana, no qual se verificou o efeito da
categoria folicular, da hora e da interacdo foliculo-hora no tamanho folicular e taxa de
crescimento. A adequabilidade da distribuicdo normal (gaussiana) foi analisada pelos gréficos de
envelopes simulados para os residuos. N&do havendo acomodacdo da distribuicdo normal classica,
mudava-se a funcdo de ligacao para log, inversa ou raiz quadrada. A taxa de crescimento folicular
(mm/8h ou mm/16h) em cada onda foi calculada pela razdo entre a variagdo observada no
didmetro folicular e o nimero de intervalos de observagéo. Incluindo assim dados do primeiro dia
em que o foliculo foi observado até o dia do maximo diametro alcancado. Os dados foram

apresentados como média + desvio padrao (DPM).



5 RESULTADOS

As principais caracteristicas foliculares no momento da emergéncia e divergéncia
folicular na comparacdo vaca e novilha podem ser visualizadas na Tabela 3.1. A analise de
regressdo (graficos ndo mostrados) e comparacdo de médias, ndo mostraram diferencas das
caracteristicas foliculares, com exce¢do do momento da emergéncia e divergéncia em relacao a
ovulagdo, sendo ambos mais precoces nas vacas (P < 0,05). Consequentemente, optou-se por unir
os dados e comparou-se o desenvolvimento do foliculo dominante (FD) versus o maior foliculo

subordinado (FS), normalizando os dados para emergéncia ou divergéncia.
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Tabela 3.1. Caracteristicas foliculares na emergéncia e divergéncia (média + DPM) da primeira onda folicular

em vacas e novilhas Curraleiras Pé-Duro.

Caracteristicas foliculares Vaca (n=11) Novilha (n =11)
Intervalo estro-ovulacdo (horas)” 21.8+3 214+14
Inicio da emergéncia
Horas ap6s ovulagio” 11,6 + 3,3P 20,3 + 2,52
Numero de foliculos recrutados 17,6 =12 15,3 +0,9
Tamanho do FD (mm) 4,16 £ 0,1 4.17:+£0.1
Tamanho do FS (mm) 3.84 =0.1 3.81 +0,1
Inicio da divergéncia
Horas ap6s ovulagdo” S24E519b 71,8 £ 4,12
Horas ap6s emergéncia 40,7 £ 4,4 509 £4.2
Tamanho do FD (mm) 7.9 +0,2 8304
Tamanho do FS (mm) T30 77403
Taxa de crescimento
FD antes da divergéncia (mm/8h) 0,63 + 0,064 0.56 = 0,034
FS antes da divergéncia (mm/8h) 0.61 + 0,054 0,53 = 0,034
FD depois da divergéncia (mm/8h) 0,49 + 0,028 0.47 + 0,068
FS depois da divergéncia (mm/8h) -0.67 + 0,06€ -0.68 + 0,04€

2P Médias com letras diferentes na mesma linha diferem a um nivel de significancia de 5%.

ABC Médias com diferentes letras sobrescritas para a mesma coluna dentro do mesmo parametro diferem a um nivel
de significancia de 5%.

“Hora 0 = hora da ovulacAo.

FD = foliculo dominante; FS = foliculo subordinado.

O numero de foliculos pequenos (< 4 mm, 7,2 = 5,1) e médios (4 a < 8 mm, 6,8 +
3,5) foi superior (P < 0,05) ao nimero de foliculos grandes (> 8 mm, 0,6 £ 0,5) ao longo dos
cinco dias apds ovulacdo (Figura 3.1). Na anélise houve efeito de grupo, tempo (dia) e grupo por
tempo (P < 0,0001), em que o numero de foliculos pequenos diminuiu em contraste com o

namero de foliculos médios e grandes que aumentaram.
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Figura 3.1. Numero de foliculos pequenos (< 4 mm), médios (< 4 a < 8 mm) e grandes (> 8 mm)
na raca Curraleiro Pé-Duro (n = 22) nos 5 primeiros dias ap6s ovulacdo. F: efeito da categoria do
foliculo; T: efeito do tempo; F*T: efeito da interacéo categoria por tempo. **¢ Letras diferentes
sobrescritas indicam diferenga em um mesmo tempo (dia).

O crescimento folicular diario normalizado para 0 momento da emergéncia (0 h)
pode ser visualizado na Figura 3.2. Houve efeito de foliculo, tempo (hora) e interacdo foliculo
por tempo (P < 0,0001) no tamanho folicular. No momento da emergéncia o tamanho do futuro
FD (4,1 £ 0,4 mm) foi similar ao futuro FS (3,9 £ 0,3 mm), sendo que apds 16 horas iniciou-se
uma “aparente taxa de crescimento divergente” ao longo de quatro dias, em que o FS teve o
crescimento interrompido e o FD continuou a crescer (Figura 3.2). O tamanho maximo do FD
(116 £ 1,1 mm) e FS (7,6 £ 0,8 mm) foi alcancado quatro e dois dias apds a emergéncia,
respectivamente, tendo a divergéncia ocorrido em torno de 45,8 + 14,8 horas apds a emergéncia.
O momento da identificacdo (em torno de 4 mm) do futuro FD e FS em relacéo a ovulacdo nao
diferiu para vacas (13,8 + 3,5 h versus 16,7 = 3,5 h) e novilhas (22,5 + 2,8 h versus 24 £ 3 h),

respectivamente.
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Figura 3.2. Comparagdo do desenvolvimento do FD e FS ao longo de 4 dias apds normalizacdo dos
dados para a emergéncia. Percebe-se uma divergéncia gradual no crescimento do FD (n=22) e FS (n =
22) em que apds o desvio o0 FS tem o crescimento interrompido e o FD continua a se desenvolver. F:
efeito de categoria folicular; T: efeito do tempo; F*T: efeito da interacdo tempo e categoria folicular. (*)
Médias (+ DPM) com diferentes simbolos indicam diferencas (P < 0,05) entre o FD e FS em um mesmo
tempo.

Quando o crescimento folicular foi normalizado para a hora da divergéncia (0 h), a
diferenca s6 foi observada apds o desvio (Figura 3.3 A). O tamanho do FD (8,1 £ 1 mm) no
momento da divergéncia nad diferiu (P = 0,09) do FS (7,6 £ 0,9 mm). Houve efeito de foliculo,
tempo e interacdo foliculo por tempo (P < 0,0001) no tamanho folicular quando os dados foram
avaliados normalizados para divergéncia.

A taxa de crescimento do FD ndo diferiu do FS até a hora da divergéncia,
enguanto que apos este momento a taxa do FD foi inversa a do FS, que foi negativa. As taxas de
crescimento folicular do FD de 32 antes da divergéncia até 16 horas apds divergéncia nédo
diferiram, porém foram maiores do que 16 a 32 horas apds a divergéncia (Figura 3.3 B).

Enquanto que a taxa de crescimento do FS antes da divergéncia foi maior do que ap6s (P < 0,05).
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Figura 3.3 A e B. Médias (+ DPM) dos tamanhos (A) e taxa de crescimento (B) do FD (n =22) e
FS (n = 22) durante a primeira onda folicular apés ovulagdo de acordo com o momento da
divergéncia (0 h). F: efeito de categoria folicular; T: efeito do tempo; F*T: efeito da interagdo tempo
e categoria folicular. (*) Médias (+ DPM) com diferentes simbolos indicam diferengas (P < 0,05)
entre 0 FD e FS em um mesmo tempo. (*®) Médias (+ DPM) com diferentes letras indicam
diferencas dentro da categoria folicular em diferentes tempos.
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6 DISCUSSAO

O conhecimento dos eventos foliculares da primeira onda € importante para o
aprimoramento da manipulacdo do ciclo estral no uso da IATF, MOTE e PIVE. Para tanto, este
primeiro relato na raga servird de base para o desenvolvimento de protocolos hormonais que
venham a aperfeicoar o uso das biotécnicas reprodutivas na preservacdo e expansao do Curraleiro
Pé-Duro. A escolha da primeira onda para ser estudada foi baseada na menor variacdo de seu
inicio em relacdo a segunda e/ou terceira e ao maior numero de foliculos recrutados (Baruselli et
al., 2006; Ginther et al., 1989).

O intervalo estro-ovulagéo (21 horas) foi menor que o encontrado em estudo
preliminar na raga (dados ndo publicados) que ficou entre 24,8 e 26 horas. Contudo, no estudo
preliminar, a deteccdo do estro foi feita duas vezes por dia, enquanto que no presente trabalho a
mesma foi feita trés vezes. Pinheiro et al. (1998) trabalhando com novilhas e vacas Nelore
também ndo encontraram diferenca no intervalo estro-ovulagdo, 27,7 e 26,7 horas,
respectivamente. Assemelhando-se aos dados do trabalho citado, Cavalieri et al. (1997)
encontraram intervalo estro-ovulagdo em torno de 28 horas em vacas Nelore.

A emergéncia e divergéncia ocorreram em torno de 10 e 20 horas antes,
respectivamente, nas vacas e novilhas. Figueiredo et al. (1997) e Sartorelli et al. (2005) nao
verificaram diferenca entre novilhas e vacas Nelore no tempo entre a ovulagao e a emergéncia e a
divergéncia folicular. Entretanto, os referidos trabalhos realizaram avaliagfes uma ou duas vezes
por dia, enquanto que no presente foram feitas trés avaliagdes foliculares por dia.

O intervalo entre a ovulacdo e a emergéncia nas vacas Curraleiras Pé-Duro foi

semelhante ao encontrado em novilhas Holandesas (0,3 dias; Adams et al., 1992), enquanto o
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intervalo entre ovulacdo e emergéncia nas novilhas foi semelhante ao observado em vacas e
novilhas Nelore (0,9 dias; Sartorelli et al., 2005). Em contra partida Figueiredo et al. (1997)
encontraram em fémeas Nelore a emergéncia em torno de 1,5 dias apds ovulacdo. Este maior
intervalo observado pode ser devido a realizacdo de uma avaliacdo folicular diaria ao invés de
duas ou trés.

Trabalhos na ragca Nelore e Holandesa relataram intervalo entre ovulagéo e
divergéncia de 2,4 e 2,8 dias (Ginther et al., 1996; Fortune et al., 2001; Sartorelli et al., 2005;
Gimenes et al., 2008), resultados estes, semelhantes aos encontrados para vacas e novilhas
Curraleiras Pé-Duro, 2,1 e 2,9 dias, respectivamente.

O maior nimero de foliculos pequenos apo6s ovulacdo, em funcéo do pico de FSH
(Ginther et al., 1996), assemelha-se com outros estudos (Savio et al., 1988; Badinga et al., 1992;
Alvarez et al., 2000). Em relacdo as racas Bos indicus trabalhos relatam um menor nimero de
foliculos pequenos nos animais Bos taurus (Segerson et al., 1984; Alvarez et al., 2000). Esta
diferenga pode estar associada a maior concentragéo de IGF-1 nos animais Bos indicus e de FSH
nos animais Bos taurus (Simpson et al., 1994; Alvarez et al., 2000). Contudo, outros fatores de
crescimento também podem estar envolvidos no nimero de foliculos dentro do ovario, visto que
Burns et al. (2005) ndo verificaram diferenca na concentragdo de IGF-1 e E; entre vacas
Holandesas com baixo e alto nimero de foliculos. No mesmo estudo os autores relataram uma
maior concentracdo de FSH nos animais com baixo nimero de foliculos corroborando com outros
trabalhos (Segerson et al., 1984; Alvarez et al., 2000).

O momento da identificagdo do futuro FD em relagcdo ao maior FS néo diferiu,
assim como seus tamanhos. Em 14 fémeas o FD foi identificado antes do FS e em 8 na mesma
avaliacdo. Ginther et al. (1996) e Kullick et al. (1999) relataram em seus trabalhos que o FD foi
identificado antes, e por isto teria maior desenvolvimento na emergéncia. No presente estudo foi
adotada a identificacdo do FD em torno de 4 mm (emergéncia), j& Ginther et al. (1996)
verificaram o surgimento precoce do FD a partir de 3 mm. Castilho et al. (2007) ndo encontraram
diferencas no momento da identificacdo do FD e FS (aproximadamente 30 horas ap0s ovulacao)
e seus respectivos tamanhos (4,2 mm versus 3,7 mm, P > 0,05) em novilhas Nelore.

Quando os dados foram normalizados para 0 momento da divergéncia, observou-
se que ndo ha diferenca no crescimento ate este ponto (Figura 3.3 A). Esta divergéncia gradual ao

longo de dois dias apds a emergéncia, provavelmente se deve a um reflexo das taxas de
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crescimento do FD e FS em varios periodos de avaliagdo e dentro de vérias ondas. Os resultados
assemelhan-se aos evidenciados por Ginther et al. (1996) trabalhando com vacas fémeas taurinas,
que também verificaram esta situacdo quando os dados foram normalizados para emergéncia e
divergéncia folicular.

O tamanho do FD (8,1 £+ 1 mm) e FS (7,6 £ 0,9 mm) no momento da divergéncia
n&o diferiu (P = 0,09), assim como em trabalhos com novilhas Holandesas (7,7 a 8,5 mm versus
7,2 a 7,3 mm, Ginther et al., 1997; Kullick et a., 1999) e novilhas Nelore (5,4 a 6,2 mm versus
5,4 a 5,9 mm, Sartorelli et al., 2005; Castilho et al., 2007; Gimenes et al., 2008), respectivamente.
Os bovinos Bos taurus, inclusive o Curraleiro Pé-Duro, possuem FD maior que os animais Bos
indicus na divergéncia. Esta diferenca pode ser explicada em parte pelas concentracdes de FSH e
do fator de crescimento semelhante a insulina (IGF-1) nos diferentes grupos genéticos (Alvarez et
al., 2000; Simpson et al., 1994). A funcdo do IGF-1 parece estar envolvida na selecdo folicular
(Ginther et al., 2001), na qual mesmo em concentragOes baixas de FSH, este fator de crescimento
quando em abundéancia no liquido folicular, aumenta a responsividade do FD para o referido
horménio (revisado em Bo et al., 2003, Sartorelli et al., 2005). Da mesma forma, atua
aumentando a sensibilidade das células foliculares ao LH (Spicer & Echternkamp, 1995). A partir
disto, Gimenes et al. (2008) relataram a hip6tese de que a maior sensibilidade ao LH anteciparia a
aquisicdo de seus receptores, e consequentemente 0 momento da divergéncia e ovulacdo de
foliculos menores nos animais Bos indicus, com maior concentracdo de IGF-1.

Em relacdo a taxa de crescimento, ndo houve diferenca antes da divergéncia entre
o FD e o FS, sendo que ap6s, o FD manteve crescimento semelhante enquanto que o FS regrediu,
assemelhando-se ao observado por Ginther et al. (2001) em novilhas Holandesas. Castilho et al.
(2007) estudando novilhas Nelore verificaram que a taxa de crescimento do FD aumentou apos a
divergéncia, contudo isto pode ter sido reflexo da baixa taxa de crescimento antes da divergéncia
(0,45 mm/12h). Outro estudo com novilhas Nelore também identificou taxa de crescimento do
FD antes da divergéncia baixa (0,5 mm/12h), contudo a mesma néo se alterou apos este evento
(0,6 mm/12h, Gimenes et al., 2008). Em fémeas Holandesas a taxa de crescimento do FD parece
ser maior (1,5-2,1 mm/d, Kullick et al., 1999; Ginther et al., 2001), que nas racas Bos indicus
(0,45-1 mm/12h, Castilho et al., 2007; Gimenes et al., 2008) e na Curraleira (0,4-1 mm/16h). Esta
diferenca ¢ refletida no didmetro do FD no momento da divergéncia, sendo maior nos animais

Bos taurus como ja mencionado.
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Em conclusdo, houve diferenga entre vacas e novilhas apenas no momento da
emergéncia e divergéncia folicular em relacdo a ovulacdo, o que deve ser considerado para
futuros protocolos de IATF e MOTE, por exemplo. Apds a emergéncia, ambas as categorias
animais foram semelhantes quanto ao crescimento do FD e FS. N&o houve diferenca no tamanho
do FD e FS na emergéncia e divergéncia, assim como o primeiro foi identificado em um mesmo
momento que o segundo. O tamanho do FD na divergéncia foi semelhante ao encontrado em
animais Bos taurus, assim como a taxa de crescimento também foi maior que nos animais Bos
indicus. Os dados obtidos com a pesquisa servirdo de base para as manipulagdes hormonais na

obtencgdo de maior nimero de embrides e aumento nas taxas de prenhez.
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1 RESUMO

O objetivo do trabalho foi avaliar a resposta folicular e luteal de fémeas da raca Curraleiro Pé-
Duro frente a utilizacdo de distintos protocolos para a inseminacéo artificial em tempo fixo. No
experimento 1, vacas ciclicas (n = 12), ndo lactantes, pluriparas receberam um dispositivo
intravaginal contendo 1g de progesterona (P4) durante oito dias e 2 mg de benzoato de estradiol
(BE) intramuscular (IM) no momento da insercdo do dispositivo (Dia 0). Na retirada do
dispositivo as vacas receberam 0,150 mg de D-cloprostenol Sodico IM e foram separadas em trés
grupos. O grupo BE 8 recebeu 1 mg de BE IM, o CE 8 recebeu 1 mg de cipionato de estradiol
(CE) IM e no Controle nédo foi aplicado indutor da ovulagdo. Todos os animais participaram de
todos os tratamentos (crossover). O momento da ovulacdo foi mais precoce e mais concentrado
nos animais do grupo BE 8. No experimento 2, vacas ciclicas (n = 12), ndo lactantes, pluriparas
receberam um dispositivo intravaginal contendo 1g de P4 durante oito dias e 2 mg de BE IM no
momento da insercdo do dispositivo (Dia 0). Na retirada do dispositivo as vacas receberam 0,150
mg de D-Cloprostenol Sodico IM e foram separadas em 2 grupos. O grupo da gonadotrofina
coridnica equina (eCG) recebeu 300 Ul no dia 8, enquanto que o Controle ndo. Nao houve
diferenga nos parametros reprodutivos avaliados (P > 0,05). Contudo, o eCG promoveu um
aumento numérico de 3 ng/ml na concentracdo de P4. Em concluséo, o BE proporcionou melhor
resultado como indutor da ovulagdo, enquanto que o eCG precisa ser testado em um maior
namero de animais com menor condi¢do corporal para atestar seu efeito positivo ou ndo nestas
condigdes.

Palavras-chave: BE, conservacéo, dindmica folicular, CE e eCG.



2 ABSTRACT

The objective was to evaluate the effects of two ovulatory inducers and equine chorionic
gonadotropin (eCG) on follicular and luteal dynamics in a fixed-time Al protocol in locally
adapted Curraleiro Pé-Duro cows. In Experiment 1, cyclic, non-lactating, multiparous cows (n =
12), were given 2 mg of estradiol benzoate (EB) intramuscular (IM) and a progestin intravaginal
device containing 1 g of progesterone (P4) on Day 0. At device removal (Day 8) 0.150 mg of
sodium D-cloprostenol was administered IM and cows were assigned to three groups. EB 8 group
received 1 mg of EB IM and CE 8 group received 1 mg of estradiol cypionate (CE) IM at device
removal, while Control group did not receive any ovulatory inducer. All animals participated of
all treatments (crossover). The interval from P4 removal to ovulation was shorter and less
variable in EB 8 group (P < 0.05). In Experiment 2, cyclic, non-lactating, multiparous cows (n =
12) were given 2 mg of EB IM and a progestin intravaginal device containing 1 g of P4 on Day 0.
At device removal (Day 8) 0.150 mg of sodium D-cloprostenol was administered IM and cows
were assigned to two groups. eCG group received 300 Ul of equine chorionic gonadotropin at the
device removal, while Control group did not. All animals participated of all treatments
(crossover). No difference was found in the evaluated reproductive parameters (P > 0.05).
Despite that, eCG was able to increase numerically in 3 ng/ml the P4 concentration 10 and 15
days after ovulation. We concluded that EB was more effective as an ovulatory inducer while
eCG needs to be tested in more animals with lower body condition score to prove its efficiency.
Key-words: conservation, EB, eCG, CE and follicular dynamics.



3 INTRODUCAO

O aumento da populacdo humana levou a um cenério de crescente demanda por
proteina animal. Ao mesmo tempo a terra utilizada para a pecuaria vem diminuindo em érea,
sendo muitas vezes substituida pela agricultura (Anualpec, 2013). Sendo assim, a criagdo de um
maior nimero de animais, em menor espaco, com menor custo e alta eficiéncia, torna-se
imprescindivel. Além disso, o cenario que aponta para mudancas climéaticas aumentando a
temperatrura global e alterando a distribuicdo pluvial ao longo do ano fortalece a necessidade da
utilizacdo de genétipos mais adaptados a condi¢des hostis. Neste contexto as regides de clima
tropical seco ainda tém um grande potencial para ser explorado, € o uso de animais “localmente
adaptados” pode ser uma alternativa de producdo de carne com baixo investimento e de grande
importancia para a seguranca alimentar.

Ragcas localmente adaptadas, como o Curraleiro Pé-Duro, possuem sua origem em
racas ibéricas que chegaram a América do Sul durante o periodo de colonizacao (Fioravanti et al.,
2011). A criacdo destes animais desde sua chegada foi baseada em sistema extensivo, com pouca
ou nenhuma atencdo dada ao manejo nutricional, sanitario e reprodutivo (Bianchini et al., 2006).
Com isso, apresentam-se como animais rusticos e resistentes a ectoparasitas, endoparasitas, ao
clima seco e as altas temperaturas (Egito et al., 2002; Mariante & Eqgito, 2002). Apesar destas
caracteristicas desejaveis, sua populacao teve diminuicéo drastica (atualmente em torno de 5.000
animais) devido a cruzamentos desordenados principalmente com ragas Zebuinas (Fioravanti et
al., 2011).

A inseminacgdo artificial em tempo fixo (IATF) pode ser atil na preservacédo e

rapida multiplicacdo dessas racgas, contribuindo para o melhor aproveitamento das regifes
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subutilizadas para a pecuéria (clima tropical seco). A IATF tem grande impacto na eficiéncia
reprodutiva de um rebanho, seja por estimular a ciclicidade no pés-parto, diminuir a ocorréncia
de ciclos curtos, possibilitar a inseminacdo sem a deteccdo de cio e/ou possibilitar uma taxa de
prenhez em torno de 50% no inicio da estacdo de monta (Baruselli et al., 2004; S& Filho et al.,
2013). A utilizacdo desta biotécnica por parte de criadores dessas ragas pode incrementar
programas de conservagdo e melhoramento, uma vez que demandara maior organizagdo e

tecnificacdo das propriedades.

Os protocolos de IATF tem como base a utilizacdo de fontes de progesterona (P4)
e derivados do estradiol-17p (E2) para a sincronizacdo de uma nova onda folicular (Baruselli et
al.,, 2004). No final destes aplicam-se derivados da prostaglandina F,, (PGF,,) levando a
regressdo do corpo luteo (CL) e diminuicdo da concentracdo de P4 (Carvalho et al., 2008). A
gonadotrofina coriénica equina (eCG) vem sendo usada, e com bons resultados (Sa Filho et al.,
2010b, Sales et al., 2011), com o objetivo de estimular o crescimento folicular final, aumentando
assim as taxas de ovulacéo (Sartori et al., 2001) e prenhez (Sa Filho et al., 2010a). Por Gltimo é
necessario induzir a ovulacdo do foliculo dominante (FD) e os derivados do E2, benzoato de
estradiol (BE) e cipionato de estradiol (CE), tem sido utilizados com sucesso (Colazo et al., 2004;
Martinez et al., 2005; Meneghetti et al., 2009; Sales et al., 2012).

Os protocolos hormonais de IATF, bem adaptados para as racas Bos taurus e Bos
indicus, ainda ndo foram testados em racgas locamente adapatas como o Curraleiro Pé-Duro. Ou
seja, ndo existe conhecimento das respostas fisioldgicas frente a manipulagdo hormonal nesses
animais. Os objetivos deste trabalho foram caracterizar sua resposta: (1) ao protocolo base de

sincronizacdo da ovulacao; (2) a diferentes indutores da ovulacdo; (3) e ao eCG.



4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Local

Os experimentos foram realizados no Campo Experimental Sucupira, que faz parte
da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasilia-DF, Brasil (15°52°-15°56’S e 48°00°-
48°02°0), na qual a altitude varia de 1050 a 1250 metros. O clima predominante € o Koppen Aw,
indicando inverno seco (umidade relativa pode chegar a 10%) e verdo chuvoso.

Todos os procedimentos descritos no trabalho foram aprovados pelo Comité de
Etica e Bem Estar Animal da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, protocolo CEUA
02/2013.

4.1 Experimento 1

O objetivo do experimento foi avaliar a resposta folicular e luteal a dois indutores
da ovulacdo em um protocolo de sincronizagdo da ovulacdo a base de P4 e BE em vacas
Curraleiras Pé-Duro.

Previamente ao experimento, todos o0s animais foram submetidos a exame
ginecoldgico que constava de palpagdo retal, avaliacdo ultrassonografica (Mindray 2200 Vet,

Shenzhen, China; equipado com probe transrectal de 7,5 MHz) e vaginoscopia, para determinar a
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auséncia de doencas ou anormalidades no trato reprodutivo. Foram utilizadas 12 vacas
Curraleiras Pé-Duro ciclicas, pluriparas, ndo lactantes (ultimo parto a 6 meses), entre 3 e 8 anos e
com condic¢édo corporal (CC) média 3 (1- muito magra e 5- muito gorda; Wildman et al., 1982).
Os animais foram mantidos durante todo experimento (marco a junho, estacdo das aguas) em
pastagem (Brachiaria decumbens), com suplementacdo mineral e acesso a dgua ad libitum.

Os animais foram divididos em trés grupos: BE 8, CE 8 e Controle, em um
delineamento experimental em que todos participaram de todos os tratamentos (crossover). Entre
cada réplica, ap6s a Ultima avaliacdo luteal, as vacas passaram por um repouso de 15 dias para
lutedlise e inicio de nova onda. Todos os animais receberam um dispositivo intravaginal por 8
dias contendo 1g de P4 (Sincrogest®, Ouro Fino, Cravinhos, Sdo Paulo, Brasil) e 2 mg de BE
intramuscular (IM, Gonadiol®, Intervet Schering, Cotia, Sd0 Paulo, Brasil) no momento da
insercdo do dispositivo (Dia 0). No momento da retirada do dispositivo (Dia 8) foram aplicadas
0,150 mg de D-Cloprostenol Sédico IM (PGFa,; Prolise®, Tecnopec LTDA, Sdo Paulo, Brasil) e
o0s animais divididos em 3 grupos (Figura 4.1). Nos grupos BE 8 (n = 12) e CE 8 (n = 12) foi
aplicado 1 mg de BE e 1mg de CE (E.C.P.®; Pfizer Satide Animal, Sao Paulo, SP, Brasil) IM no
dia da retirada da P4, respectivamente, enquanto que no grupo Controle (n = 12) néo foi aplicado

nenhum indutor da ovulagdo.
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Figura 4.1. Delineamento experimental. Dia 0 (DO): administragdo de 2 mg IM de BE e insercdo de dispositivo

vaginal com 1 g de P4. Dia 8 (D8): retirada da P4 e aplicacdo do D-Cloprostenol Sodico (0,150 mg, IM; Controle).
Grupo BE 8: semelhante ao Controle com adi¢éo de 1 mg de BE IM no dia 8. Grupo CE 8: semelhante ao Controle
com adi¢do de 1 mg de CE IM no dia 8. Exames ultrassonogréaficos foram realizados uma vez ao dia entre os dias 8 e

10 e apo6s a cada 6 horas até a ovulagdo ou dia 13 (D13).

O crescimento folicular foi acompanhado com auxilio de um equipamento de
ultrassom (Mindray 2200 Vet, Shenzhen, China; equipado com probe transretal de 7,5 MHz) a
partir do dia oito (D8) a cada 24 horas até o dia 10 (D10). A partir desse momento, o FD foi
avaliado a cada seis horas até a identificacdo da ovulagdo. O momento da ovulacdo foi
determinado apds desaparecimento do FD (> 10 mm) entre dois exames consecutivos, seguido
pela formacdo de um CL em seu local.

O volume do CL foi mensurado 5, 10 e 15 dias ap06s ovulagéo utilizando a formula
V =4/3 x 1 x R? na qual R = (Da/2 + Db/2)/2 e Da e Db sdo os diametros perpendiculares do
CL. Na existéncia de uma cavidade no CL, seu volume foi subtraido do volume total.
Imediatamente ap0s a avaliacdo do CL, amostras de sangue foram coletadas da veia jugular para
anélise de P4 em tubos de 9 ml sem anticoagulante (Vacutainer®, Beckton & Dickson, Brasilia,
Brazil). Ap0s coleta os tubos foram mantidos a 4°C por 10-15 minutos e entdo centrifugados a
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1500 x g por 20 minutos. Subsequentemente, o soro foi removido e armazenado a -20°C até
analise da concentracdo de P4. A concentracdo de P4 foi determinada utilizando um Kit de
radioimunoensaio (RIA) de fase solida (Coat-a-Count DPC, Diagnostic Products Corporation,
Los Angeles, CA, USA). A sensibilidade e o coeficiente de variacdo intra-ensaio foram 0,02

ng/ml e 2,8%, respectivamente.

4.2 Experimento 2

Neste experimento o objetivo foi avaliar o efeito do eCG na resposta folicular e
luteal em vacas Curraleiras Pé-Duro.

Previamente ao experimento, todos os animais foram submetidos a exame
ginecoldgico semelhante ao realizado no Experimento 1. Foram utilizadas 12 vacas Curraleiras
Pé-Duro pluriparas, ndo lactantes (Ultimo parto a seis meses), entre trés e oito anos e com
condicdo corporal média 3 (1- muito magra e 5- muito gorda; Wildman et al., 1982). Os animais
foram mantidos durante todo experimento (agosto a outubro) em pastagem (Brachiaria
decumbens), com suplementacdo mineral e acesso a dgua ad libitum. O estudo foi desenvolvido
durante o periodo da seca, sendo esses meses caracterizados pela baixa oferta e qualidade de
forragem.

Os animais foram divididos em dois grupos: eCG e Controle, em um delineamento
experimental em que todos 0s animais participaram de todos os tratamentos (crossover). Entre
cada réplica as vacas passaram por um repouso de 15 dias para lutedlise e inicio de nova onda.
Todos o0s animais receberam um dispositivo intravaginal por oito dias contendo 1g de P4
(Sincrogest®, Ouro Fino, Cravinhos, Sd0 Paulo, Brasil) e 2 mg de BE IM (Gonadiol®, Intervet
Schering, Cotia, Sdo Paulo, Brasil) no momento da inser¢édo do dispositivo (Dia 0). No momento
da retirada do dispositivo (Dia 8) foram aplicadas 0,150 mg de D-cloprostenol codico (PGF,;
Prolise®, Tecnopec LTDA, S&o Paulo, Brasil) e 1 ml de BE IM e os animais divididos em 2
grupos (Figura 4.2). O grupo eCG (n = 12) recebeu 400 Ul de eCG (Folligon®, Intervet Schering,
Cotia, S&o Paulo, Brasil) IM no dia 8 (D8) e o grupo Controle (n = 12) ndo recebeu eCG.



87

Grupo Controle
BE BE + PGF;,

PROGESTERONA ! | |

Grupo eCG

BE BE +eCG+PGF,,
PROGESTERONA i i I
DO DS D9 D10 D13
| 240 | 24n | 6h/6h |

Us

Figura 4.2. Delineamento experimental. Dia 0 (DO0): administracdo de 2 mg IM de BE e insercdo de dispositivo
vaginal com 1 g de P4. Dia 8 (D8): retirada da P4, aplicacdo do D-Cloprostenol Sédico (0,150 mg, IM) e 1 mg de
BE IM (Controle). Grupo eCG: semelhante ao Controle com adicdo 400 Ul de eCG IM. Exames
ultrassonogréficos foram realizados uma vez ao dia entre os dias 8 e 10 e apds a cada 6 horas até ovulagdo ou dia
13 (D13).

Todo a metodologia utilizada para a verificacdo do desenvolvimento folicular,

luteal e concentracdo de P4 foi idéntica a realizada no Experimento 1.

4.3 Anélise estatistica

Os dados da dinadmica folicular foram analisados utilizando-se um modelo de
analise para dados repetidos (MIXED model) sendo determinados os efeitos principais, grupo e
dia, assim como sua interacdo. A diferenca do didmetro folicular a cada dia entre os distintos
grupos foi determinada pelo “estimate statement”. Os dados de volume de CL e concentracdo de
P4 foram analisados por ANOVA utilizando-se os Modelos Lineares Gerais (MLG), e a multi-
comparacdo entre os distintos grupos realizada por least square means (LSMEANS). A
distribuicdo dos dados foi testada para normalidade utilizando o teste de Shapiro-Wilk e
normalizadas quando necessario. A varidvel categérica binomial (ovulacdo) foi analisada pelo
PROC CATMOD e a multi-comparagédo entre grupos realizada por meio de contrastes. Todas as
analises foram realizadas com o auxilio do programa estatistico SAS adotando-se como nivel de

significancia P < 0,05. Os dados foram apresentados como média + erro padrdo da média (EPM).



5 RESULTADOS

5.1 Experimento 1

O protocolo base, iniciando com P4 e BE, foi eficiente em estimular a presenga do
FD maior que 8 mm apds a retirada da P4 em 83,33% (10/12) dos animais nos grupos Controle,
BE 8 e CE 8 (P > 0,05). As vacas sem FD ap06s a retirada da P4 foram removidas da anélise
estatistica. Houve efeito no crescimento folicular ao longo das avalia¢fes (P < 0,05), entretanto
0s grupos nao diferiram quanto a tamanho do FD, foliculo ovulatério (FO) e taxa de ovulacéo
(TO, Tabela 4.1).

Tabela 4.1. Efeito do BE e CE em um protocolo de IATF no didmetro do foliculo dominante (D8), foliculo
ovulatério (FO), tempo para ovulagéo (TOV) e taxa de ovulagéo (TO).

Diametro do foliculo dominante (mm)

Grupos D8 (n=10) D10 (n=10) FO (n)¢© TOV (h) TO, n (%)
Controle  9.6+0.6 12,1+0,7 13,7+£0,6 (9) 93+ 62 9/10 (90)
BE 8 10,8 £ 0,6 12,1 +£0,6 12,3+£0,8 (7) 57 +44° 7/10 (70)
CE 8 9+0,6 10,8 +£0,8 13,8 +£0,8 (5) 84 + 552 5/10 (50)

Os dados foram apresentados como média + (EPM). Houve efeito do dia (P < 0,001) no crescimento do foliculo
dominante, mas ndo entre grupos.

TOV: apos retirada da P4.

b Médias com letras diferentes na mesma coluna diferem (P < 0,05).

¢ As vacas com FD que ndo ovularam foram excluidas da anélise.
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O tempo para ovula¢do (TOV) foi menor no grupo BE 8 (P < 0,05), além de ter
proporcionado maior sincronia das mesmas (Figura 4.3). Entre os grupos Controle e o CE 8 néo

houve diferenca no tempo para ovulagéo e sincronia das mesmas.
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Figura 4.3. Distribui¢do das ovulacGes apo6s a retirada da P4 no grupos Controle, BE 8 e CE 8.

Vacas com concentracdo de P4 abaixo de 1 ng/ml 5 dias apés a ovulagdo foram
excluidas da andlise. Duas vacas com concentracGes outliers, uma do grupo Controle e uma do
CE 8, foram excluidas da analise para evitar um resultado superestimado. As médias do volume
do CL e concentragdo de P4 nos grupos Controle, BE 8 e CE 8 aos 5, 10 e 15 dias ap6s a
ovulagdo podem ser visualizadas na Tabela 4.2. Houve um crescimento no volume luteal e na
concentracdo de P4 ao longo dos dias avaliados, porem os grupos ndo diferiram entre si (P >
0,05).
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Tabela 4.2. Volume luteal (mm?®) e concentracio de P4 (ng/ml) 5, 10 e 15 dias ap6s ovulagdo em protocolo de IATF
com aplicagdo de BE (BE 8) ou CE (CE8) como indutores da ovulacéo.

Dias apods ovulacido

Parametros Grupos 5 10 15

Controle (n=9) 2.710+378 4.779+£500 5.020 +485

Volume luteal (mm?) BE 8 (m=17) 3.514+129 4.485+521 4.611+363
CP8(n=)5) 3.436 £ 544 5.780 £495 4.800 + 347
Controle (n=7)2 3+0.6 6,4+0,5 7,6 0,5

Concentracdode P, (ng/ml) BE 8 (n=6) 3.9+0,3 55+04 6,8+0,6

CP8 (n=4) 29+02 55405 51+12

Os dados foram apresentados como média = (EPM). Houve efeito do dia (P < 0,001) no volume do CL e
concentragdo de P4, mas ndo entre grupos.

®Duas vacas foram excluidas da analise, uma por ter concentragdo de P4 menor que 1 ng/ml 5 dias ap6s ovulagéo e
outra por ter uma concentracédo de P4 outlier.

®Uma vaca foi excluida da analise por ter concentracio de P4 menor que 1 ng/ml 5 dias apés ovulagéo.

‘Uma vaca foi excluida da analise por ter uma concentragéo de P4 outlier.

5.2 Experimento 2

O protocolo base, com P4 e BE, foi eficiente em estimular a presenca de um FD
maior que 8 mm apds a retirada da P4 em 75% (9/12) e 83,33% (10/12) dos animais nos grupos
Controle e eCG, respectivamente (P > 0,05). As vacas sem FD apds a retirada da P4 foram
removidas da andlise estatistica. Houve efeito do dia e grupo (P < 0,01), mas ndo houve interagdo
grupo por dia no FD, FO, TOV e TO (Tabela 4.3).
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Tabela 4.3. Efeito do eCG em protocolo de IATF no didametro do foliculo dominante (D8), foliculo ovulatério
(FO), tempo para ovulacdo (TOV) e taxa de ovulagdo (TO).

Diametro do foliculo dominante (mm)

Grupos D8 (n) D10 (n) FO (n)? TOV (h) TO, n (%)
Controle 84+04(9) 102+05(9) 10,9+0.4 (6) 68 =94 6/9 (66,67)
eCG 89+0,2(10) 10+0,3(10) 11,4 +0,3 (8) 63+6 8/10 (80)

Os dados foram apresentados como média = (EPM). Houve efeito do dia (P < 0,001) no crescimento do FD, mas
nado entre grupos.

TOV: ap6s retirada da P4.

®As vacas com FD que ndo ovularam foram excluidas da analise.

Uma vaca com volume luteal outlier do grupo Controle foi excluida da analise
para evitar um resultado superestimado. As médias do volume do CL e concentracdo de P4 nos
grupos Controle e eCG aos 5, 10 e 15 dias ap6s a ovulacdo podem ser visualizadas na Tabela 4.4.
Houve crescimento no volume luteal e na concentracdo de P4 ao longo dos dias avaliados (P <

0,001), mas ndo ocorreu interacdo entre grupo e dia para os parametros avaliados (P > 0,05).

Tabela 4.4. Volume luteal (mm?®) e concentracio de P4 (ng/ml) 5, 10 e 15 dias ap6s ovulacdo em protocolo de IATF
sem (Controle) e com aplicacéo de eCG no dia da retirada da P4.

Dias ap6s ovulacido

Parametros Grupos 5 10 15

Controle (n=5)2 2.344+732 4.521 £989 2.284 + 301
Volume luteal (mm?)

eCG (n=28) 2.310£455 4.452+655 3.767£525
Controle (n=6) 3+0,7 S241 54+0,6
Concentragdo de P4 (ng/ml)
eCG (n=218) 4.1+0.8 8.5+1.3 8.5+0.,8
Os dados foram apresentados como média + (EPM). Houve efeito do dia (P < 0,001) no volume do CL, mas ndo

entre grupos (P > 0,05).
®Uma vaca foi excluida da andlise, por apresentar volume luteal outlier, para evitar um resultado superestimado.



6 DISCUSSAO

Por nosso conhecimento, este foi o primeiro trabalho que analisou a resposta
folicular e luteal a protocolos de IATF em vacas da raca Curraleiro Pé-Duro. Os achados
principais do trabalho foram que o BE como indutor da ovulagdo propiciou melhor sincronia das
ovulagdes, mas 0 eCG néo foi capaz de estimular o desenvolvimento do FD e consequentemente
do CL.

Independentemente do experimento, os protocolos a base de P4, BE e PGF,,
sincronizaram o crescimento do FD em aproximadamente 80% dos animais. O protocolo foi
considerado eficiente, quando, o FD apds a retirada da P4 possuia tamanho superior a 8,5 mm,
tamanho que caracteriza a divergéncia folicular (divergéncia folicular, Ginther et al., 1997). Este
resultado foi inferior ao observado por outros trabalhos que verificaram entre 4,7% e 6,7% o
indice de animais que ndo iniciaram nova onda ou ndo tinham FD na retirada da P4 (Martinez et
al., 2005; Sales et al., 2012). O prolongamento da permanéncia da P4 de oito para nove dias
podera melhorar este indice, aumentando o tamanho do FD (Colazo et al., 2003) e
consequentemente, as taxas de ovulagdo e prenhez (Perry et al., 2007; Sa Filho et al., 2010a).

No Experimento 1, ndo houve diferenga no tamanho do FO entre os trés grupos,
tendo os mesmos alcangado tamanho satisfatorio, acima de 12 mm. Sartori et al. (2001) e
Gimenes et al. (2008) relatam que a capacidade ovulatéria estd em parte relacionada ao tamanho
do FO, sendo esta adquirida por completo a partir de 12 mm e 10 mm em fémeas Bos taurus e
Bos indicus, respectivamente. Esta pode ter sido uma das razdes para ndo ter sido encontrada
diferenca também na TO. Contudo, os grupos BE 8 (TO = 70%) e principalmente o CE 8 (TO =

50%), tiveram desempenho abaixo dos 80% relatados na literatura (Meneghetti et al., 2009; Sales
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et al., 2012). O prolongamento da permanéncia da P4 para nove dias poderd aumentar a taxa de
ovulacédo destes protocolos por permitir um maior tamanho do FD apds sua retirada.

O tempo entre a retirada da P4 e a ovulacdo foi menor no grupo BE 8, alem de ter
tido uma variacdo menor do que no grupo Controle e CE 8. Vynckier et al. (1990) e Souza et al.
(2005) verificaram que a aplicagédo de BE levou a um pico na concentracdo de E2 maior e mais
precoce que o CE. Ainda, a concentracdo de E2 apds a aplicacdo de CE levou um tempo maior
entre sua elevacdo e reducdo para concentracdes anteriores a aplica¢do, constatando uma meia-
vida maior que a do BE (Souza et al., 2005). Vynckier et al. (1990) relatam que devido ao CE ter
baixa solubilidade em &gua, sua liberacdo é lenta e prolongada quando comparado ao BE. Em
relacdo ao perfil circulatério do horménio luteinizante (LH), assim como a concentracdo do E2, a
aplicacdo do BE levou a um pico de maior magnitude, mais precoce, menor disperséo e de menor
duracdo que o CE (Sales et al., 2012). Ndo houve diferenca no TOV entre o grupo Controle e o
CE. Souza et al. (2005) verificaram que o perfil circulatério do E2 foi similar entre os animais
Controle ou tratados com CE. Neste caso, seria indiferente a aplicacdo do CE ou ndo (Controle),
pois ambos nédo diferiram nos parametros reprodutivos, incluindo a sincronizacdo do momento da
ovulacéo.

Sales et al. (2012) trabalhando com fémeas Nelore ndo observaram diferenca na
dispersdo das ovulagdes entre o CE e o BE, o que foi verificado nas vacas Curraleiras Pé-Duro.
Contudo, a administracdo do BE no referido experimento foi realizada 24 horas ap6s a retirada da
P4. A utilizacdo do BE no dia da retirada da P4 no presente estudo foi realizada com o objetivo
de diminuir o nimero de manejos no curral e o estresse dos animais devido a inexperiéncia das
propriedades na utilizacdo da IATF. Ross et al. (2004) trabalhando com vacas Angus nao
encontraram diferenca na TO, TOV, diametro do FO, taxa de crescimento do FO, area do CL,
concentracdo de P4 e taxa de prenhez entre a aplicacdo de BE junto com a retirada da P4 ou 24
horas apds. Ayres et al. (2008) trabalhando com vacas Nelore encontraram maior tamanho do FD
e intervalo para ovulagdo quando o BE foi aplicado 24 horas apos a retirada da P4. Contudo, a
taxa de prenhez foi similar quando a IA ocorreu 48 horas apos a retirada da P4 independente de
quando o BE foi aplicado.

O volume do CL e a concentragdo de P4 ndo diferiram entre 0s grupos
provavelmente devido ao tamanho similar do FO. O maior tamanho do FO esta relacionado ao

maior tamanho do CL e concentracdo de P4 (Vasconcelos et al., 2001; Tortorella et al., 2013).
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Vacas com concentracdo menor que 1 ng/ml de P4 foram excluidas da analise, havendo duas
possibilidades para terem sido encontradas estas concentraces. A primeira indica uma regressao
prematura do CL, contudo esta situacdo é mais visualizada em animais em estresse nutricional
e/ou anestro pos-parto (Williams et al., 1989; Tortorella et al., 2013). Adicionalmente, a
administracdo de uma fonte de P4 ao protocolo de IATF tem como fungdo impedir a ocorréncia
de ciclos curtos, ou seja, lutedlise prematura (Yavas & Walton, 2000). A segunda, mais provavel,
esta relacionada a alguma alteracdo na amostra que possa ter interferido na correta dosagem. Isto
porque nos dias 5 e 15 apo6s ovulacdo os animais tinham concentracdo superior a 1 ng/ml,
enquanto que no dia 10 a concentracdo foi menor.

No Experimento 2, o BE foi escolhido como indutor da ovulagéo por ter levado a
uma maior sincronia da mesma em relacdo ao CE. Dransfield et al. (1998) e Roelofs et al. (2006)
obtiveram taxa de prenhez maxima quando a IA foi realizada entre 24 e 12 horas antes da
ovulagéo. Desta forma, o indutor da ovulagéo, no caso o BE, que levou a um menor intervalo
entre as mesmas, possibilitaria uma melhor adequacéo do horéario 6timo para a IATF. Além disto,
qguanto maior o intervalo entre a primeira e a Ultima ovulacdo (situacdo observada com o CE)
maior é o desafio para 0 sémen manter-se viavel até esta Gltima, principalmente quando o sémen
é de baixa qualidade.

O eCG ndo teve efeito em nenhum dos parametros avaliados, diferente de varios
trabalhos que relatam seus efeitos benéficos no aumento do tamanho do FO, CL, concentragdo de
P4 e taxa de prenhez (Sa Filho et al., 2010b; Sales et al., 2011b; Tortorella et al., 2013; Nlnez-
Olivera et al., 2014). Nos bovinos 0 eCG atua tanto nos receptores de FSH como de LH (Murphy
& Martinuk, 1991). Desta forma estimula a producéo de E2 e P4 pelo FD e CL, respectivamente
(Baruselli et al., 2004). A maior producdo de E2 por parte do FD parece estar ligada ao aumento
da concentracdo de RNAm para a enzima P450-17a (Soumano et al., 1996, 1998). Ja a maior
producdo de P4 pelo CL envolve o aumento no numero e tamanho das células luteais,
mitocondrias e expressao da proteina regulatéria esteroidogénica (STAR) no CL (Fatima et al.,
2013; Rigoglio et al., 2013). A acdo potencializada do eCG no FD e CL deve-se a sua longa
meia-vida (aproximadamente trés dias), conferida pelo alto teor de acido sialico (Murphy &
Martinuk, 1991).

A boa CC das vacas e sua ciclicidade, provavelmente foram as causas para 0 eCG

ndo ter estimulado o crescimento do FD e CL como esperado (Barreiros et al., 2014). Estudos
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relatam que sua agdo é mais efetiva em animais com déficit na pulsatilidade de LH, por exemplo,
durante o anestro pos-parto, puberdade ou em animais com baixa CC (Baruselli et al., 2004; S&
Filho et al., 2010b; Salles et al., 2011b; Nunez-Olivera et al., 2014). O eCG foi utilizado durante
0 periodo da seca, quando a qualidade e quantidade de forragem € inferior e 0s animais tendem a
perder peso. Contudo, as vacas ndo sofreram quedas acentuadas em sua CC que levasse ao eCG
ter efeito positivo. Serrano et al. (2004) e Bianchini et al. (2006) relatam que a morfologia
(pequeno porte) do Curraleiro Pé-Duro € uma adaptacdo para regides com déficit alimentar e
hidrico, demonstrando a resisténcia a condi¢fes adversas.

Embora nédo tenha havido diferenca significativa na concentracdo de P4 entre os
grupos, houve aumento de aproximadamente 3ng/ml no grupo eCG em relagdo ao Controle. A
maior concentracdo de P4 apds concepcdo estd relacionada ao maior desenvolvimento
embrionario (Carter et al., 2008), secrecao de interferon- t (IFN-t; Mann et al., 2006) e taxa de
prenhez (Tortorella et al., 2013).

O conhecimento da dindmica folicular e luteal em um protocolo de IATF séo
fundamentais para utilizacdo desses protocolos com resultados satisfatorios. O protocolo a base
de P4 e BE teve boa eficiéncia em sincronizar o crescimento do FD. O BE teve melhor
desempenho em funcdo da maior sincronia entre as ovulagdes, facilitando a escolha do momento
da IA e diminuindo o desafio para o sémen. J& 0 eCG ndo teve efeito no desenvolvimento
folicular e luteal, muito provavelmente pela resisténcia da raga localmente adaptada ao estresse
climatico e nutricional. A menor necessidade da utilizacdo do eCG na raca pode ser considerada
uma vantagem econdmica devido ao menor custo do protocolo hormonal e consequentemente
menor custo para produzir um bezerro. Outros experimentos devem avaliar a aplicacdo do BE um

dia apos a retirada da P4 e a maior permanéncia desta.
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CAPITULO 5

CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados encontrados neste estudo demonstram que apesar da origem
europeia, o rebanho atual da raca apresenta muitas caracteristicas comuns aos Bos indicus. Estas
caracteristicas podem ter sido inseridas pelos cruzamentos desordenados, principalmente com o
Nelore, sendo esta provavelmente, uma das causas da diminui¢éo da populagdo na raca.

Na maior parte dos itens avaliados ndo houve diferenca nos parametros da
fisiologia reprodutiva estudados, entre vacas ciclicas ndo lactantes e novilhas, com exce¢do do
intervalo entre a ovulacdo e a emergéncia folicular e a ovulacdo e a divergéncia folicular, sendo
ambos 0s intervalos menores nas vacas. Este achado serd de grande importancia para a correta
manipulacdo hormonal dependendo da categoria animal, principalmente em protocolos de
MOTE. O elevado nimero de foliculos na emergéncia folicular também indica o potencial da
raca para ser explorado na PIVE. Assim como, a inexisténcia de diferenca na duracdo do ciclo
estral e da primeira onda, entre animais com duas e trés ondas, facilita a manipula¢do hormonal
para a IATF.

Nos protocolos de IATF, o BE apresentou desempenho superior ao CE. Contudo,
0 eCG ndo foi capaz de estimular o crescimento folicular e luteal. Este achado provavelmente se
deve a boa condigdo corporal dos animais durante o experimento, o que s6 demonstra a adaptacao

da raca a condi¢Ges como clima seco e quente.
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O Curraleiro Pé-Duro possui grande potencial para ser explorado como um nicho
de mercado alternativo, sendo apenas necessario que pesquisas sejam desenvolvidas para que as
decisbes sejam tomadas de maneira consciente e embasadas, propiciando o crescimento da raca.
Neste sentido, a Rede Prd-Centro-Oeste vem contribuindo de maneira impar para 0 maior
conhecimento da raca, através de pesquisas nas areas da caracterizacdo reprodutiva, fenotipica e
genotipa, filogenética, avaliacdo da qualidade do leite e potencial de exploracdo. Além de
estimular a formacdo de recursos humanos que dardo sequencia no conceito de utilizar os

recursos naturais de maneira sustentavel e desta forma, preservar a raca Curraleiro Pé-Duro.



