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RESUMO

O desenvolvimento de protocolos hormonais para a manipulagéo do ciclo estral em bovinos
tornou significativamente mais pratica a aplicacao das biotécnicas da reproducédo. Porém, a
eficacia de tais protocolos ainda pode ser melhorada, em especial com respeito a uma maior
eficiéncia da sincronizacdo de uma nova onda folicular e ovulagdo. O objetivo deste estudo
foi comparar a dinamica folicular em bovinos de corte submetidos a protocolos de
sincronizacao da onda folicular e da ovulagéo pelo uso de um éster de estradiol (benzoato de
estradiol, BE) ou pela ablacao fisica de foliculos ovarianos. Um total de 34 fémeas nuliparas
(Experimento 1) e 22 fémeas multiparas (Experimento 2), higidas e ciclicas da raga Brangus
da Estacdo Experimental Agrondmica da UFRGS, foram submetidas a avaliagéo dos tratos
reprodutivos por palpacéo e ultrassonografia transretal. As fémeas foram homogeneamente
distribuidas em dois grupos experimentais por categoria (Experimentos 1 e 2): grupo BE
(Benzoato de Estradiol, n= 17 novilhas e n=11 vacas), e grupo OPU (Ovum Pick-Up, n=17
novilhas e n=11 vacas). No Dia 0, o grupo BE recebeu 2 mg de benzoato de estradiol por via
i.m., com a introdugéo de um inserto intravaginal de progesterona (P4), enquanto no grupo
OPU, todos os foliculos terciarios >5 mm de didmetro foram aspirados por via transvaginal
guiada por ultrasonografia, seguido da introducdo de um inserto de P4. Os insertos de P4
foram removidos das fémeas dos grupos OPU e BE nos Dias 6 e 8, respectivamente, com a
administracdo de 0,6 mg de cipionato de estradiol e 0,15 mg de D-cloprostenol via i.m. A
dindmica folicular foi acompanhada por ultrassonografia transretal a cada 24 h do Dia 0 até
um dia apds a retirada do inserto de P4, e a intervalos de 12 h até 96 h desde a retirada do
inserto de P4, com a observacdo de sinais de estro. No Experimento 1 (nuliparas), houve
diferenca (P<0,05) em relagéo ao sucesso da inducdo de uma nova onda folicular, que foi de
71% (12/17) e 100% (17/17) para os grupos BE e OPU, respectivamente. J& no Experimento
2 (multiparas), ndo houve diferencga na inducédo da onda, com a nova onda sendo induzida
em 100% (22/22) das vacas em ambos o0s grupos. No grupo BE, a emergéncia de uma nova
onda folicular ocorreu 3,8 £ 0,3 e 3,9 + 0,2 dias nas novilhas e vacas, respectivamente,
enguanto no grupo OPU, a emergéncia ocorreu 2,0 £ 0,1 dias e 1,5 + 0,2 dias nas novilhas e
vacas, respectivamente. Houve diferenca (P<0,05) quanto a taxa de crescimento diario do
futuro foliculo dominante (FD) do recrutamento ao inicio do desvio e a remocéo da P4 entre
0s grupos, sendo maior no grupo OPU do que no grupo BE das nuliparas (Experimento 1).
No Experimento 2 (multiparas), o crescimento folicular foi semelhante do recrutamento ao

inicio do desvio, mas diferente (P<0,05) do recrutamento a remog&o da P4 entre 0s grupos,



sendo maior no grupo OPU do que no grupo BE. Esta diferenca na taxa de crescimento
ocasionou também uma diferenca entre os grupos (P<0,05) quanto ao didmetro do FD ao
desvio aparente, observado na ultrassonografia, no Experimento 1, e na remocao da P4 no
Exprimento 2. No Experimento 1 (nuliparas), 84% (10/12) e 65% (11/17) das novilhas com
inducdo de nova onda ovularam nos grupos BE e OPU, respectivamente. No Experimento 2
(multiparas), 82% (9/11) das fémeas, tanto do grupo BE como da OPU, ovularam no final
do experimento. Obteve-se uma taxa de ovulacao final de 59% (10/17) e 65% (11/17) nas
novilhas dos grupos BE e OPU, respectivamente (Experimento 1). Ja no Experimento 2,
observou-se uma taxa de ovulacao final de 82% (9/11) nas fémeas multiparas de ambos os
grupos. Houve falhas na inducdo da nova onda folicular ovariana pelo método hormonal
(BE) nas fémeas bovinas nuliparas de corte, mas ndo nas fémeas multiparas, o que
consequentemente reduziu a eficiéncia do protocolo com BE nas novilhas em termos de taxa
ovulatéria final. Por sua vez, o método fisico (OPU) foi eficaz em induzir uma nova onda
folicular em ambos as categorias (nuliparas e multiparas). Porém a permanéncia ligeiramente
mais prolongada (12 a 24h) do inserto intravaginal de P4 pode ter contribuido com a reducao
da taxa ovulatdria final, em especial nas fémeas nuliparas e no grupo de ablagéo folicular
pela OPU.

Palavras-chave: Ciclo estral, sincronizacao, dindmica folicular, ovulagao, ablagéo folicular,

protocolo hormonal, bovinos.



ABSTRACT

The development of hormonal protocols for the manipulation of the estrous cycle in cattle
has made the application of reproductive technologies significantly more practical.
However, the effectiveness of such protocols can still be improved, especially with respect
to a greater efficiency of the synchronization of a new follicular wave and ovulation. The
aim of this study was to compare the follicular dynamics in beef cattle submitted to protocols
for the synchronization of the follicular wave and ovulation using either an estrogen ester
estradiol benzoate, BE) or the physical ablation of ovarian follicles. A total of 34 and 22
healthy and cyclic Brangus nulliparous (Experiment 1) and multiparous females
(Experiment 2), respectively, from the UFRGS Agronomic Experimental Station beef cattle
herd, were selected following the evaluation of the status of the reproductive tract by rectal
palpation and transrectal ultrasonography. Females were homogeneously distributed into
two experimental groups per animal category (Experiments 1 and 2): BE group (Estradiol
Benzoate, n=17 heifers and n=11 cows), and OPU group (Ovum Pick-Up, n=17 heifers and
n=11 cows). On Day 0, a 2-mg estradiol benzoate dose was given via im to the BE group,
along with the insertion of an intravaginal progesterone (P4) device, whereas in the OPU
group, all >5 mm tertiary follicles were aspirated transvaginally, guided by ultrasonography,
followed by the insertion of a P4 device. On Days 6 and 8, the P4 devices were withdrawn
from the females in the OPU and the BE groups, respectively, with the administration of 0.6
mg estradiol cypionate and 0.15 mg D-cloprostenol via i.m. Follicular dynamics were
followed by transrectal ultrasonography every 24 h from Day 0 until one day after the
removal of the P4 device, and at 12 h intervals up to 96 h after the P4 removal, along with
estrus detection. In Experiment 1 (nulliparous), a difference (P<0.05) was observed in the
success rate in inducing a new follicular wave, being 71% (12/17) and 100% (17/17) for the
BE and OPU groups, respectively. In turn, no differences were seen in Experiment 2
(multiparous), with a new wave induced in 100% (22/22) of the females in both groups. In
the BE group, the emergence of a new follicular wave occurred at 3.8 £ 0.3 and 3.9 £ 0.2
days in heifers and cows, respectively, whereas in the OPU group, the emergence occurred
2.0 £ 0.1 days and 1.5 + 0.2 days in heifers and cows, respectively. A difference (P<0.05)
was observed between groups in the daily growth rate of the future dominant follicle (DF)
from recruitment to the beginning of deviation in Experiment 1 (heifers), and from
recruitment to P4 removal in Experiment 2 (cows), being greater in the OPU group than in

the BE group. In Experiment 2 (multiparous), follicular growth rate was similar from



recruitment to the beginning of deviation, but different (P<0.05) from recruitment to P4
removal between groups, being greater in the OPU group than in the BE group. Such
difference in growth rate also caused a difference between groups (P<0.05) regarding the
diameter of the DF at the observed deviation, detected by ultrasonography, in Experiment 1,
and at P4 removal in Experiment 2. In Experiment 1, 84% (10/12) and 64% (11/17) of the
heifers displaying a new follicular wave in the BE and OPU groups, respectively, ovulated
up to the end of the experiment, whereas in Experiment 2, 82% (9/11) of the females in both
groups ovulated up to the end of the experiment. An overall ovulation rate of 59% (10/17)
and 65% (11/17) was attained in heifers (Experiment 1) in the BE and OPU groups,
respectively, whereas 82% (18/22) of the multiparous females ovulated in both groups
(Experiment 2). Failures occurred in the induction of a new follicular wave under the
hormonal treatment (BE) in nulliparous beef cattle, but not in multiparous females, which
consequently reduced the efficiency of the protocol in heifers in terms of overall ovulatory
rate. In turn, the follicular ablation by OPU was effective in inducing a new follicular wave
in both animal categories (nulliparous and multiparous females). However, a reduction in
the overall ovulatory rate may have been caused by a slightly longer time (12 to 24 h) of the
P4 intravaginal device into some females, especially in nulliparous females and in the

follicular ablation group by OPU.

Keywords: Estrous cycle, syncronization, folicular dynamics, ovulation, follicular

ablation, hormone protocols, cattle.
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mm no Grupo OPU, com a inser¢do de um inserto intravaginal bovino de 1 g de progesterona
em ambos os grupos. Do DO ao D8 no Grupo BE, e do DO ao D6 no Grupo OPU, realizou-se a
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vs. Bos taurus indicus), somente para fémeas que ovularam a partir da nova onda induzida. (a)
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vs. Bos taurus indicus), somente para fémeas que ovularam a partir da nova onda induzida. (a)
Recrutamento; (b) Inicio do desvio; (¢) Remogdo da P4; (d) Desvio aparente; (¢) Dominancia;
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1 INTRODUCAO

As exploracdes animais almejam uma maior eficiéncia produtiva de seus sistemas, e
um dos fatores primordiais para se alcancar este objetivo é através da maior eficiéncia
reprodutiva das matrizes. O uso das biotecnologias da reprodugdo tem colaborado para o
aumento da eficécia reprodutiva e produtiva dos rebanhos mundiais por meio da diminuicdo
do intervalo entre geracdes e pela disseminacao mais eficiente de genética superior, além de
poder impactar na reducdo dos custos de producdo e no controle de enfermidades
(BERTOLINI & BERTOLINI, 2009).

O Brasil é um importante ator (player) nos mercados mundiais de carne e leite
bovino. Estas exploragfes sdo de grande importancia para a economia nacional, gerando
milhares de empregos diretos e indiretos. O pais possui um rebanho bovino de 221,8 milhdes
de cabecas (IBGE, 2018), ficando atras apenas da india no ranking mundial (USDA, 2018).
Segundo a Associacdo Brasileira das Industrias Exportadoras de Carne (ABIEC), foram
produzidos cerca de 10,5 milhdes de toneladas equivalente carcaca (TEC) no ano de 2019,
o0 que foi equivalente a 14,8% da producdo mundial de carne bovina, permanecendo somente
atras dos EUA, que detém 17,3% do mercado mundial (FAOSTAT, 2018; USDA, 2018). A
producéo de leite cru no Brasil foi de 33,8 milhdes de toneladas em 2018, representando
5,0% da producdo mundial, estando atras dos EUA e da india (FAOSTAT, 2018). Porém,
em termos de produtividade, o Brasil ainda tem muito a crescer e podera galgar posicdes
mais importantes nos mercados internacionais, pelas caracteristicas unicas do setor primario.

As biotecnologias da reproducéo sdo tradicionalmente divididas em quatro geragoes,
sendo a inseminacdo artificial (I1A) e a criopreservacao espermatica a primeira geracao, a
superovulacao (SOV) e a transferéncia de embrides produzidos in vivo (IVD, in vivo-derived
embryos) a segunda geracdo, e a producao in vitro (PI1V) de embrides pela fecundacéo in

vitro (FIV) a terceira geracdo. Estas ferramentas tiveram rapida evolucgéo, disseminacéo e
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grande éxito comercial devido principalmente ao avanco genético que Seus USOS
proporcionaram aos rebanhos bovinos mundiais, o que naturalmente ocasionou um aumento
da producdo e produtividade, gerando maior lucratividade aos sistemas produtivos
(RODRIGUES & BERTOLINI, 2019; THIBIER, 2005). Segundo Gordon (2003), cerca de
50% do ganho em produtividade leiteira nos rebanhos em paises desenvolvidos durante a
segunda metade do século XX pode ser atribuido ao incremento genético por meio da
disseminacdo e uso da IA, o que demonstra o potencial destas tecnologias. J& a quarta
geracdo de tecnologias engloba procedimentos menos eficientes e aplicados
majoritariamente no &mbito experimental, que compreendem a clonagem por transferéncia
nuclear (TN), a engenharia genética e edi¢do génica, e a biologia das células-tronco, com o
suporte de todas as dmicas (gendmica, protedbmica, bioinformatica), sendo que em algum
momento, tais procedimentos sdo dependentes das biotécnicas antecessoras (RODRIGUES
& BERTOLINI, 2019).

A lA é uma grande ferramenta para aumentar a frequéncia de genes de interesse de
machos provenientes de programas de selecdo tradicional ou de testes genémicos. Ja as
ferramentas que permitem a difusdo do material genético superior na fémea sdo as
biotécnicas que envolvem a producao e transferéncia de embrides (TE), tanto in vivo como
in vitro, incluindo a SOV, a aspiracao folicular ovariana (OPU, Ovum Pick Up) associada a
PIV, e a TE em tempo fixo, ou TETF (BERTOLINI & BERTOLINI, 2007; MOORE &
HASLER, 2017; MOORE & THATCHER, 2006). A aplicacdo e a eficiéncia de tais
tecnologias dependem da eficiéncia e eficacia da manipulacéo e controle do ciclo estral,
utilizando estratégias e protocolos hormonais para a sincronizagdo do estro, da ovulacéo e
da onda de desenvolvimento folicular de maneira efetiva.

Com o desenvolvimento de protocolos hormonais de manipulacdo das ondas de

crescimento folicular a partir dos anos de 1990, pdde-se entdo induzir uma nova onda
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folicular com alta repetibilidade, independentemente do estagio do ciclo estral e da
ciclicidade, em especial por via hormonal pelo uso de ésteres de estradiol (BO et al., 1991,
1995, 1996; MACMILLAN & PETERSON, 1993; MACMILLAN etal., 1991, 1993), como
o valerato de estradiol (VE) ou o benzoato de estradiol (BE), ou analogos sintéticos do
hormonio liberador de gonadotrofina, 0 GhnRH (PURSLEY et al., 1995), sendo normalmente
associados a progesterona ou gestdgenos por distintas vias de administragdo (implantes
auriculares, insertos intravaginais, via injetavel, via oral), principios estes ja observados por
pesquisadores na década de 1960, em que testavam o0 uso de progestagenos e estrogenos
injetiveis para a sincronizagéo de novilhas virgens (WILTBANK et al., 1965). Os chamados
protocolos hormonais passaram a ser fundamentais para o desenvolvimento e vasta aplicacao
em programas de IA em tempo fixo (IATF) em bovinos, procedimento em continua
expansdo no Brasil e no mundo, em gado de leite e corte (BARUSELLI et al., 2017a, 2019;
MAPLETOFT et al., 2018; STEVENSON & BRITT, 2017). Em menor escala, mas ndo de
menor importancia, tais procedimentos hormonais também passaram a ser implementados
para a producdo e TE, pelo simples uso de protocolos de IATF adaptados a TETF, bem como
para fins de uso na OPU-PIV a partir de fémeas doadoras, seja para a sincroniza¢do da onda
folicular e subsequente aspiracao folicular, seja para a superstimulacéo ovariana seguida da
OPU (BARUSELLI et al., 2011; HASLER, 2014; PHILLIPS & JAHNKE, 2016). Por fim,
os protocolos hormonais de sincronizacdo de onda folicular também passaram a ser
utilizados com sucesso para a SOV e coleta de embrides produzidos in vivo, 0 que tornou o
processo mais pratico, porém sem haver um aumento significativo em eficiéncia ao longo
dos anos (BARUSELLI et al., 2011; MIKKOLA et al., 2020).

Atualmente, os protocolos hormonais de sincronizacdo do estro e da ovulagdo para
uso na IATF normalmente atingem taxas de prenhez médias de 50%, variando de 40 a 60%

(BO et al., 2016, 2018), considerando rebanhos férteis em ciclicidade ou em iminéncia de
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ciclicidade, boas condic¢Bes de manejo geral, sanitario e nutricional, e salvaguardando o uso
de sémen de fertilidade comprovada e procedimentos técnicos adequados. Ja a aplicacdo de
protocolos para a preparacdo de fémeas receptoras para a TETF normalmente apresenta um
aproveitamento de 70 a 90% na avaliagdo pré-TETF (HASLER, 2010; PHILLIPS &
JAHNKE, 2016). Por fim, mesmo com o desenvolvimento técnico e logistico dos protocolos
hormonais modernos de SOV, a eficiéncia nao parece ter aumentado em termos de nimero
médio de estruturas viaveis coletadas por doadora desde os anos 1980 até o presente,
independente dos protocolos utilizados (BOLAND et al., 1991; HASLER, 2010, 2014,
MIKKOLA et al., 2020; PHILLIPS & JAHNKE, 2016). Desta forma, os protocolos
hormonais, apesar de comercialmente viaveis, ainda apresentam limitagfes bioldgicas que
devem ser superadas para o0 aumento das eficiéncias na IATF, TETF ou SOV.

Entre muitos fatores relacionados a fémea, uma das possiveis causas de insucessos e
reducdo de eficiéncia em uma parte das fémeas pode estar relacionada a falhas ou respostas
variaveis em funcdo do tempo na regressao de foliculos ovarianos presentes em distintas
fases da dindmica folicular subsequentes a administracdo de ésteres de estradiol ou GnRH
no inicio do protocolo. Tal fendmeno pode levar a ndo inducédo do recrutamento de uma nova
onda folicular, ou a inducdo de uma nova onda de forma assincrona entre as fémeas,
resultando em falhas de ovulacdo na janela bioldgica desejada para a concepcdo na IATF e
SOV, e falha ou assincronia de fémeas receptoras para uso na TETF. Outro insucesso nos
protocolos também pode estar associado ao crescimento folicular assincrono da nova onda,
ou a falha da ovulacao per se, o que contribui para menores taxas de prenhez apos a IATF,
menor aproveitamento de receptoras para a TETF e menor producdo de embrides viaveis
apos a SOV em bovinos. Protocolos alternativos de inducdo de uma nova onda folicular,
como o meétodo fisico da ablagédo folicular, mesmo que ndo tenham praticidade técnica em

trabalhos em maior escala, podem permitir a melhor compreensao de falhas na manipulacéo
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de eventos fisioldgicos, na busca por protocolos e procedimentos que aumentem a eficiéncia

e eficacia de métodos hormonais de manipulacdo do ciclo estral e da ovulagdo em bovinos.
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2 HIPOTESES E OBJETIVOS
2.1 Hipdtese

a) Protocolos hormonais de sincronizacéo do estro e da ovulagdo com ésteres de estradiol
em fémeas bovinas de corte ciclicas apresentam uma menor eficiéncia comparados a
ablac&o folicular ovariana na indugdo de uma nova onda folicular. O uso de ésteres de
estradiol nos protocolos hormonais convencionais falha de forma variavel, aleatoria e
temporalmente significativa na indugdo da sincronizagédo da onda folicular ovariana no
inicio do protocolo, o que contribui na reducédo da eficiéncia e eficacia de biotécnicas da
reproducdo, como a IATF, TETF, OPU-PIV e SOV.

2.2 Objetivo geral

a) Desenvolver estratégias de manipulacdo da dinamica folicular em bovinos de corte para
0 aumento da eficiéncia e da eficicia de procedimentos aplicados a reproducdo em
bovinos, como a IATF, a TETF, mas em especial paraa OPU-PIV e a SOV.

2.3 Objetivos especificos

a) Comparar os efeitos de um protocolo hormonal padrdo (Controle) de sincronizacédo do
estro e da ovulacdo em fémeas bovinas de corte nuliparas e multiparas ciclicas com um
método fisico (ablacdo folicular por ultrassonografia transvaginal) quanto a efetividade
da inducdo de uma nova onda folicular, monitorando as caracteristicas temporais e
espaciais da dinamica folicular por ultrassonografia transretal, desde a inducdo de uma
nova onda folicular até a ovulacéo; e

b) Determinar a variagdo do momento do inicio do recrutamento folicular na nova onda
folicular subsequente aos tratamentos hormonal (benzoato de estradiol) ou fisico (ablacéo
folicular por ultrassonografia transvaginal), comparando espacial e temporalmente a taxa
de desenvolvimento e crescimento folicular, e a ocorréncia e 0 momento da ovulagéo

subsequentes em fémeas bovinas de corte nuliparas e multiparas ciclicas.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Ciclo estral bovino

O ciclo estral bovino € a representacdo do padrao ciclico da atividade Utero-ovariana
da fémea, que é marcado pelo intervalo entre dois periodos de receptividade reprodutiva,
denominado de estro (FORDE et al., 2011; PETER et al., 2009; SARTORI & BARROS,
2011). Historicamente, a caracterizagao destes eventos se iniciou pela observacéo dos sinais
de estro, ja que era a demonstracdo mais marcante e perceptivel na época, e que 0s sinais
deste periodo eram detectaveis por um intervalo de 12 a 18 horas (HAMMOND, 1927;
NALBANDOV & CASIDA, 1942; WILTBANK et al., 1967), variando de 3 a 28 horas
(ALLRICH, 1994). Posteriormente foi estabelecido que o intervalo entre dois estros
consecutivos, portanto a duracdo de um ciclo estral, era de 21 dias em média, variando de
17 a 24 dias (SALISBURY etal., 1978; WISHART, 1972) e que a ovulacdo ocorre em média
de 25 a 30 horas ap6s o inicio do estro (BERNARD et al., 1983; CHRISTENSON et al.,
1975).

O ciclo estral normalmente é dividido endocrinamente em duas fases e quatro
estagios, a fase folicular com os estagios de préestro e estro, e a fase litea com 0s estagios
de metaestro e diestro, sendo reguladas por uma complexa interagdo hormonal do eixo
hipotalamico-hipofisiario-gonadal (HHG). O GnRH é liberado pelos centros tonico e pré-
ovulatério do hipotalamo em dois padrdes de secrecdo, atuando nas células gonadotroficas
da adenohipofise (gonadotrofos na hipofise anterior) que possuem granulos secretérios
contendo os Hormonios Foliculo Estimulante (FSH) e/ou Horménio Luteinizante (LH). O
FSH e o LH estimulam as gonadas a produzir e liberar estradiol e inibina (fase folicular) ou
progesterona (fase Idtea), os quais atuam através de mecanismos enddcrinos e
neuroenddcrinos, na foliculogénese, ovulacdo, funcdo do corpo llteo e esteroidogénese do

ovario, possuindo importantes funcdes de feedback positivo e negativo no HHG (DOWNEY,
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1980; FORDE et al., 2011; KOJIMA, 2003; PETER et al., 2009; RATHBONE et al., 2001;
ROCHE, 1996).
3.1.1 Fase latea e controle neuroenddcrino

A fase lutea inicia apds a ovulagdo, com a formacdo da principal estrutura que
caracteriza este periodo, o corpo luteo (CL), o qual sintetiza progesterona (P4), hormonio
predominante desta fase, e conclui com a lise do CL. A duragdo é de 14 a 18 dias em média,
logo, esta etapa compde aproximadamente dois tercos de todo o ciclo estral, sendo
subdividida em dois estagios: o metaestro, que dura em média de 3 a 6 dias; e o diestro, que
dura em média de 11 a 14 dias (FORDE et al., 2011; GARVERICK & SMITH, 1993;
KOJIMA, 2003; PETER et al., 2009).

O metaestro inicia imediatamente ap6s o final do estro e dentro de, em média, 10 a
12 horas ocorrera a ovulacao e a subsequente formagdo do CL, o qual neste momento sera
chamado de corpo hemorrégico, comegando a sintese e pequena liberacdo de P4 (FORDE
et al., 2011; PETER et al., 2009). Por meio da acdo luteotréfica do LH, em um padrédo de
liberagcdo com alta frequéncia e baixa amplitude (CUPP et al., 1995; KOJIMA, 2003;
RATHBONE et al., 2001), este horménio gonadotréfico luteiniza as células da granulosa e
da teca da parede folicular que permaneceram no tecido ovariano, determinando também a
maturacdo do foliculo dominante (FD) para um foliculo pré-ovulatério (FPO), a maturagédo
do odcito e a ovulacdo (ALILA & HANSEL, 1984; MILVAE et al., 1996; PETER et al.,
2009). A P4 é o horménio responsavel por atuar no estabelecimento e manutencdo da
possivel gestacdo de um concepto, portanto a partir da formacdo do CL, a P4 comeca a
aumentar a concentragdo sérica concomitantemente com o aumento do tamanho e do volume
celular do CL, porém somente a partir do 5° dia, ja na transicéo para a fase de diestro, € que
a concentracdo sérica comecara a aumentar substancialmente (FORDE et al., 2011;

HANSEL & CONVEY, 1983; KOJIMA, 2003; PETER et al., 2009).
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O diestro é a fase de maior concentracdo de P4 secretada e sérica do ciclo estral. A
crescente concentragdo de P4 do final do metaestro atinge seu plateau maximo entre 0 7° e
12° dia do ciclo, e se mantém elevada até 0 momento da lutedlise, por volta do 18° dia. O
aumento de tamanho e volume celular do CL atinge seu limite maximo durante esta fase,
sendo perceptiveis uma maior vascularizagdo e uma coloragdo amarelo/alaranjada brilhante
da estrutura secretora de P4, o que também designa o CL como corpo amarelo (KOJIMA,
2003; PETER et al., 2009). Tais niveis séricos da P4 impedem, por meio de um mecanismo
de feedback negativo, a ocorréncia de um pico de LH pelo centro pré-ovulatério, permitindo
apenas uma liberacdo de maior amplitude e menor frequéncia deste hormonio, comparado
com os padrdes de liberacdo da fase anterior, sendo insuficiente para sinalizar a ovulacdo de
qualquer FD (BERGFELD et al., 1995; KOJIMA, 2003; PETER et al., 2009; RATHBONE
et al., 2001). Entre o 16° e 18° dia do ciclo, se o reconhecimento materno do concepto (via
interferon-t) ndo ocorrer, o processo de lutedlise do CL ira ocorrer (AROSH et al., 2016;
GINTHER et al., 2011; RATHBONE et al., 2001; ROVANI et al., 2017). O endométrio ira
secretar prostaglandina F., (PGF2,; LAMOTHE et al., 1977), que por via ativa contra-
corrente da veia uterina a artéria ovariana, alcancara a irrigacdo do CL, que se atingido o
limiar, ap6s o ciclo em feedback positivo entre a PGF,, e a ocitocina lutea, causard a
apoptose das células luteais (lutedlise morfoldgica), diminuindo abruptamente os niveis
séricos de P4 (lutedlise funcional), que culminara na regressdo do CL e cicatrizagdo,
formando um corpo albicans (AROSH et al., 2016; FORDE et al., 2011; GINTHER et al.,
2011; KOJIMA, 2003; NISWENDER et al., 1994; NISWENDER et al., 2000; PETER et
al., 2009; ROVANI et al., 2017).

Tanto no metaestro como no diestro a liberagdo de FSH continua ocorrendo, de forma
ciclica, mesmo na presenca de altas concentracdes de P4, pois durante estas fases, o

desenvolvimento e o crescimento dos foliculos seguem ocorrendo, uma vez que o FSH
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possui a funcdo de estimular a proliferacdo e crescimento folicular. As modulacfes das
concentracOes de liberacdo de FSH tém um importante controle por meio do feedback
negativo exercido pela secregdo folicular de estradiol e inibina (AUSTIN et al., 2001),
principalmente pelos foliculos maiores, que irdo gradativamente inibindo o centro tonico
hipotalamico (estradiol) e gonodotrofos (FSH), causando a reducdo de FSH circulante. A
elevacdo de FSH plasmatico esté associada ao inicio de uma nova onda folicular (ADAMS
et al.,, 1992; BERGFELT et al., 1997b; GIBBONS et al., 1997), onde serdo recrutados
foliculos terciarios pequenos (4 a 5 mm em didmetro), FSH-responsivos, que irdo
progressivamente crescer durante esta fase. Contudo, a vasta maioria dos foliculos ndo
atingirdo o estégio final para a ovulacdo devido ao fendbmeno de atresia folicular (apoptose
folicular) pela dinamica folicular (abaixo) e a elevada concentracdo de P4 durante o periodo
que o CL esta funcional, o que leva a constante atresia de foliculos terciarios de diversos
tamanhos, desde este novo recrutamento folicular, & atresia de um FD que aguarda LH para
seguir o desenvolvimento a pré-ovulatério (FORDE et al., 2011; JOLLY et al., 1994;
KAIPIA & HSUEH, 1997; KOJIMA, 2003; YANG & RAJAMAHENDRAN, 2000).
3.1.2 Fase folicular e controle neuroenddcrino

A fase folicular inicia apds a lutedlise e a reducdo sérica da P4 até um nivel mais
préximo do basal (1 ng/mL). Posteriormente, ocorre 0 crescimento da(s) estrutura(s)
caracteristica(s) deste momento, que sdo foliculos terciarios FSH-responsivos, que
culminam normalmente com a existéncia de um FD e foliculos subordinados (FS), com
secrecdo folicular crescente de estradiol e inibina. A duracdo desta fase estrogénica é de 3 a
5 dias, compondo o tergo final do ciclo, sendo subdividida em proestro (3 a 4 dias) e estro
(12 a 18 horas). Este periodo folicular é o mais variavel dentro do ciclo, uma vez que a
duracédo depende do crescimento do FD e da crescente liberacao de estradiol, que pela baixa

P4 sérica, acarretara na liberacdo de GnRH pelo centro pré-ovulatorio, e por sua vez, de LH
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pela hipdfise anterior, levando a maturacéo folicular e oocitéria, luteiniza¢do do foliculo e
ovulacao, finalizando um ciclo estral com o inicio da manifestagdo psicossomaética do estro,
também pela elevacdo do estradiol e estimulo ao centrosexual hipotaldamico, dando inicio ao
ciclo subsequente (BINELLI et al., 2014; FORDE et al., 2011; GARVERICK & SMITH,
1993; KOJIMA, 2003; PETER et al., 2009).

A fase de préestro é caracterizada por possuir um ambiente hormonal com niveis
basais de P4, devido & lutedlise, que permite um crescimento linear na média da concentracao
sérica de LH, devido ao aumento na frequéncia e amplitude do pulso de liberagcdo de GnRH
pelo centro pré-ovulatério hipotaldmico, em resposta a elevados niveis de estradiol folicular,
acompanhado do LH (ALLRICH, 1994; FORDE et al., 2011; KOJIMA, 2011). No final do
préestro, este crescimento linear sérico de LH ir4 induzir a maturacdo do FD, que resultara
em aumento da secrecdo de pulsos de estradiol e inibina, com uma maior amplitude,
blogueando o crescimento dos FS, através do feedback negativo exercido sobre a o centro
tonico e hipdfise anterior, respectivamente, que reduziré a liberacdo de FSH, impedindo que
0s FS dependentes deste horménio continuem crescendo (GINTHER et al., 2000a;
GINTHER et al., 2019), causando a atresia (DRIANCOURT, 2001; FORDE et al., 2011,
JOLLY et al, 1994; KAIPIA & HSUEH, 1997; KOJIMA, 2011; YANG &
RAJAMAHENDRAN, 2000).

A fase de estro é caracterizada pelos sinais de comportamento sexual da fémea,
tornando-se receptiva a monta, podendo haver hiperemia vulvar, liberacdo de muco cervical
translucido, agitacdo e monta em outras fémeas (PETER et al., 2009; ROELOFS et al.,
2010). Este comportamento é desencadeado pela acdo da alta concentracdo sérica de
estradiol em auséncia de P4, que estimula o centro sexual do comportamento em nivel
hipotalamico (ALLRICH, 1994; ROELOFS et al., 2010). O estimulo hipotalamico acarreta

a liberacdo de picos de GnRH do centro pré-ovulatorio, ocasionando a liberagcdo de LH em
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uma alta amplitude, com uma frequéncia de 40 a 70 minutos por 2 a 3 dias, caracterizando
0 pico de LH pré-ovulatério ao inicio do estro. Concomitante a libera¢do do LH, o FSH
também sera estimulado para ser liberado, caracterizando um aumento consideravel deste
hormonio na parte final do ciclo estral. Alguns autores consideram que este aumento propicia
o recrutamento dos foliculos da primeira onda do ciclo subsequente (BERGFELT et al.,
1997b; GIBBONS et al., 1997). A ovulagdo de um odcito secundario, apto a ser fecundado,
somente ocorrera, em média, de 10 a 14 horas ap6ds o final dos sinais de estro, cerca de 20 a
30 h apds o inicio do estro e do pico de LH, e sera seguida da fase lutea do ciclo seguinte
(FORDE et al., 2011; GARVERICK & SMITH, 1993; KOJIMA, 2003; PETER et al., 2009;
ROCHE, 1996).
3.2 Gametogénese feminina

A gametogénese é o processo de divisdo e diferenciacdo das células germinativas
precursoras em gametas, que ao final do processo serdo capazes de, apds a fecundacao,
gerarem um novo individuo. A gametogénese feminina € dividida em oogénese e
foliculogénese, que é o conjunto de processos que irdo gerar as unidades basicas do gameta
feminino: o odcito e o foliculo, ambos estando intimamente ligados e reciprocamente
dependentes (FINEGAN & BERGSTRALH, 2020; McCARREY, 2018).
3.2.1 0Oogénese

A o00génese pode ser definida como a sequéncia de eventos que inicia no
desenvolvimento e diferenciacdo das células germinativas primordiais (CGP), ainda na fase
embrionaria (SOTO-SUAZO & ZORN, 2005; VAN DEN HURK & ZHAO, 2005), e vai até
a formacdo do odcito, a ovulagdo e a fecundacdo (ADONA et al., 2013). As CGP se
proliferam por mitose durante a migracdo e alojamento na gbnada embrionaria em
diferenciacdo, quando expande-se aos milhdes, cessando a mitose, havendo uma camada de

células epiteliais revestindo as CGPs, diferenciando-as em oogonias (ADAMS et al., 2008;
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MONNIAUX, 2018; RUSSE, 1983). As oogodnias iniciam entdo o processo de meiose,
aproximadamente entre os dias 75 e 80 da gestacdo em bovinos (ERICKSON, 1966; FAIR,
2003), dando inicio a préfase da meiose I. No estddio de dipléteno da meiose I,
aproximadamente entre 150 e 180 dias de gestacdo (BAKER & HUNTER, 1978), os odcitos
sdo rodeados por uma Unica camada de 4 a 8 células achatadas da pré-granulosa e uma lamina
basal intacta, efetivamente formando a primeira categoria de foliculo, denominado de
foliculo primordial em repouso (VAN WEZEL & RODGERS, 1996). O foliculo primordial
contém odcitos primarios quiescentes, que permaneceram até o periodo de maturidade
sexual, constituindo-se na reserva folicular ovariana da fémea em formacéo (ADAMS et al.,
2008; AERTS & BOLS, 2010a; ERICKSON, 1966a; FAIR, 2003; MONNIAUX, 2018;
RUSSE, 1983). Desde aproximadamente 2,7 milhdes de oog0nias, a fémea bovina nasce
com cerca de 135 mil foliculos primordiais quiescentes nos ovarios, havendo uma redugédo
de 90 a 95% da populacdo oocitaria até o parto (AERTS & BOLS, 2010a; ERICKSON,

1966a,b; VAN DEN HURK & ZHAO, 2005).

3.2.2 Foliculogénese

A foliculogénese ocorre entre a transi¢cao da mitose para a meiose durante oogénese,
guando as oogdnias se tornam o0citos primarios, e conclui com a atresia folicular, ou mais
raramente e de forma ciclica ap6s a puberdade, com a formacéo do foliculo pré-ovulatorio,
ou foliculo de Graaf. A foliculogénese é dividida em duas etapas: a formacéo dos foliculos
pré-antrais, que tem uma duracao mais longa, e o desenvolvimento dos foliculos antrais, que
crescem e entram em atrésia ou ovulam durante o ciclo estral da fémea, compondo a
dindmica folicular. As estruturas que compde a fase pré-antral sdo os foliculos primordiais,
primarios e secundarios, e a fase antral, os foliculos terciarios e os pré-ovulatérios (AERTS

& BOLS, 2010a; AERTS & BOLS, 2010b).
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Como citado anteriormente, a formagdo de uma camada achatada de células da pré-
granulosa no entorno do oécito primario, juntamente com uma lamina basal intacta formam
o foliculo primordial (AERTS & BOLS, 2010a; VAN WEZEL & RODGERS, 1996). Os
foliculos primordiais estdo localizados na periferia do cértex ovariano e apresentam células
da granulosa com formato pavimentoso (AERTS & BOLS, 2010a; VAN DEN HURK et al.,
1997). Segundo Byskov et al. (1977), o crescimento dos foliculos comegca em um padrédo
centrifugo dentro do ovario. A ativacdo dos foliculos primordiais é caracterizada pela
transformacdo da forma achatada das células da granulosa para uma forma cuboide, e pela
sua proliferacdo (AERTS & BOLS, 2010a; BRAW-TAL & YOSSEFI, 1997; FAIR et al.,
1997; FAIR, 2003), e de acordo com Hulshof et al. (1992), a ativacdo do crescimento
folicular em bovinos € caracterizada pela aquisi¢cdo de uma camada completa de 11 a 20
celulas da granulosa cuboides em volta do odcito, formando o foliculo primario. Apesar de
ndo serem completamente elucidados, alguns mecanismos de controle da ativacdo j& sdo
conhecidos. Figueiredo et al. (2018) citam que o desenvolvimento de foliculos primordias é
primariamente controlado por fatores e ligantes intraovarianos (paréacrinos e autocrinos), mas
que também podem ser influenciados por diversos fatores e ligantes extraovarianos
(regulacdo enddcrina) oriundos de diferentes tecidos, sendo o controle da foliculogénese
ocorrendo pela combinacdo destes inumeros fatores e ligantes, que tem acdes
complementares ou opostas (feedback positivo e/ou negativo), em uma imensa
complexidade (FIGUEIREDO et al., 2018; FORTUNE, 2003; JUENGEL et al., 2018;
MELLO et al., 2013; SCARAMUZZI et al., 2011). Um destes fatores € o hormdnio anti-
milleriano (AMH) que inibe o recrutamento de foliculos terciarios pequenos (1 a 3 mm)
para a onda de foliculos em crescimento da dindmica folicular do ciclo estral, e diminui a
responsividade destes foliculos em crescimento ao FSH (DURLINGER et al., 1999;

DURLINGER et al., 2001; DURLINGER et al., 2002). Estudos estdo sendo realizados para
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mensurar os niveis de AMH e possivelmente inibi-los em fémeas candidatas a doadores de
de embrides programas de MOET e OPU-PIV, com objetivo de predizer e escolher fémeas
com boa populagdo folicular responsiva ao FSH e que possivelmente terdo uma melhor
resposta a protocolos de SOV (MOSSA et al., 2017; RICO et al., 2009; RICO et al., 2011;

SEVGl et al., 2019).

A progressdo para a fase de foliculo secundério é caracterizada pelo aparecimento da
segunda camada de células da granulosa (DRIANCOURT, 1991), podendo chegar até seis
camadas (ADAMS et al., 2008; AERTS & BOLS, 2010a; BRAW-TAL & YOSSEFI, 1997;
LUSSIER et al., 1987), e pelo inicio da deposicéo de glicoproteinas que irdo formar a zona
pelicida no entorno do odcito (AERTS & BOLS, 2010a). Neste mesmo momento séo
formados os granulos corticais no citoplasma oocitario (FAIR et al., 1997). Diferentes
autores afirmam que a expressdo de acido ribonucleico mensageiro (MRNA) para receptores
de FSH ja foi detectada em foliculos de uma a duas camadas de células da granulosa em
bovinos (AERTS & BOLS, 2010a; BAO & GARVERICK, 1998; XU et al., 1995). A
transicdo do foliculo secundario precoce para tardio, que precede a fase de foliculo antral
terciario, é caracterizada pela continua proliferacdo e diferenciacdo das células que
circundam o odcito em células da teca interna e células da granulosa ou murais, separadas
pela lamina basal, e destas ultimas, das células da corona radiata e do cumulus oophorus,
justapostas ao oocito primario e a zona peltcida em formacéo final. Segundo Xu et al.
(1995), a expressdo de mRNA do receptor de LH foi detectada no momento da formacéao da
camada celular da teca interna. Neste momento da foliculogénese, pela epitelizacdo das
células da granulosa, ocorre 0 processo ativo de permeabilizacao a ions sodio ao interior da
estrutura, o qual € seguido por ions cloro e pela agua, levando assim a formacéo gradual de
uma cavidade repleta de fluido, denominada de antro, iniciando entdo a fase folicular antral,

formando um foliculo terciario (DRIANCOURT, 1991; FAIR, 2003). O periodo de
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desenvolvimento da oogénese e da foliculogénese dos foliculos pré-antrais até a fase antral
tem uma duracdo longa, podendo tardar de 3 a 6 meses para que o foliculo primordial, apds
a ativagdo para primario, entre na fase de crescimento até foliculo antral (AERTS & BOLS,
2010a; FORTUNE, 1994; MONNIAUX, 2018; WEBB et al., 2004), sendo de enorme
relevancia para a fertilidade. O destino do foliculo antral, quando este atinge a fase FSH-
responsiva pela alocagdo de receptores de FSH a membrana plasmética das células da
granulosa em quantidades molares fisiologicamente suficientes (4 a5 mm de diametro) para
serem estimuladas, pode ser de recrutamento para a formacdo de uma nova onda folicular,

atresia ou ovulacdo, em fenébmeno denominado de dinamica folicular, conforme abaixo.

3.3 Dinamica Folicular Bovina

A fase de foliculos antrais tercarios é caracterizada pela dindmica folicular durante o
ciclo estral da fémea, fendmeno descrito pela primeira vez por Rajakoski (1960),
denominado de maturacdo biféasica folicular, onde o autor fez observacdes diarias das
estruturas ovarianas de novilhas abatidas em cada dia do ciclo estral, caracterizando pela
primeira vez o crescimento folicular bovino em um padrdo de duas ondas em cada ciclo
estral. Posteriormente, com o advento da ultrassonografia, diversos autores descreveram que
as fémeas bovinas tém, em média, um crescimento consecutivo de 2 a 3 ondas foliculares
durante o ciclo estral, podendo chegar a quatro ondas (GINTHER et al., 1989a; 1989b; 2017;
PIERSON & GINTHER, 1984; 1988; SAVIO et al., 1988; SIROIS & FORTUNE, 1988).
Cada onda folicular é precedida pelo aumento da concentracdo sérica de FSH (ADAMS et
al., 1992; JAISWAL et al., 2004), quando os foliculos terciarios responsivos ao FSH levam
a emergéncia de um grupo de foliculos terciarios ovarianos em crescimento, caracterizando
0 recrutamento desta onda folicular, da qual apenas um foliculo tornar-se-a dominante e
potencialmente ovulard, se os niveis séricos de P4 forem baixos (ADAMS et al., 1993a;

ADAMS et al., 1993b; ADAMS et al., 2008, BIGELOW & FORTUNE, 1998;
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BODENSTEINER et al., 1996; JAISWAL et al., 2004; MIHM et al., 1997). A dindmica
folicular possui trés principais eventos caracteristicos: o recrutamento de um grupo de
foliculos terciarios FSH-responsivos, a selegéo folicular e o desvio e dominancia de um FD
sobre foliculos que se tornam subordinados (AERTS & BOLS, 2010b; DRIANCOURT,
1991; DRIANCOURT, 2001; FORTUNE, 1994; GINTHER et al., 1996; GINTHER, 2016;

HODGEN, 1982; LUCY et al., 1992; WEBB et al., 2016).

3.3.1 Recrutamento folicular

Hodgen (1982) definiu recrutamento folicular como o momento em que os foliculos
terciarios iniciam a maturacdo em um meio de estimulacdo hipofisiario-gonadotrofico
suficiente para permitir o progresso do desenvolvimento folicular até a ovulacéo, iniciando
com um grupo de foliculos, de tamanho variavel, que serd recrutado para iniciar a onda.
Posteriormente, Ireland et al. (2000) refinaram estes conceitos, afirmando que o
recrutamento € o processo pelo qual um grupo de foliculos terciarios comeca a crescer, de
forma quase sincrona, ou entra em uma trajetoria de crescimento e, a partir dai, torna-se

dependente de gonadotrofinas para seu desenvolvimento continuo até o tamanho ovulatorio.

Com o inicio dos estudos ultrassonograficos e o rastreamento dos foliculos
dominantes de cada onda em bovinos, Ginther et al. (1996) caracterizaram a emergéncia dos
foliculos no inicio do recrutamento da nova onda como o Gltimo dia ou exame (se houver
mais de um exame por dia) em que o futuro FD possuia 4 mm de didmetro. Ireland et al.
(2000) refinaram ainda mais este conceito de emergéncia, definindo este evento como o0
primeiro dia durante o crescimento de um grupo de foliculos em uma onda, em que 0 maior
foliculo detectado é de 4 ou 5 mm de didmetro, assim, a emergéncia detectada pela

ultrassonografia, marca o inicio (recrutamento) de uma nova onda folicular.
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O recrutamento implica em um grupo de foliculos antrais terciarios que irdo iniciar
seu crescimento e proliferacdo celular, escapando do iminente processo de atresia celular
que a grande maioria da populacédo de foliculos sofre durante a vida da fémea. Este repentino
crescimento deste grupo € estimulado pelo crescente aumento temporario dos niveis
plasmaticos do FSH (ADAMS et al., 1992; JAISWAL et al., 2004; MIHM & BLEACH,
2003; SUNDERLAND et al., 1994), portanto este horménio atua como um fator de
sobrevivéncia para foliculos antrais pequenos (CHUN et al., 1996). Estudos
ultrassonograficos permitiram a mensuracgdo e a identificacdo de foliculos menores do que 4
a 5 mm, que apareciam de duas a trés vezes de forma ciclica durante o ciclo estral, e
consequentemente alguns cresciam até tamanhos maiores (FORTUNE, 1994). Garverick et
al. (2002) inibiram a secrecdo de FSH em novilhas através do downregulation do GnRH, a
partir do uso de um agonista deste horménio hipotalamico, e demonstraram que os foliculos
dos bovinos podem crescer até 4 mm sem a presenca do FSH. O crescimento folicular
subsequentemente foi dependente de FSH, e a infusdo de FSH aumentou a expressdo de
mRNA para a clivagem da cadeia lateral P450 e enzimas aromatase P450 em células da
granulosa e 17a-hidroxilase P450 em células da teca. Estes resultados forneceram evidéncias
moleculares convincentes de que foliculos >4 mm de didmetro compfem o grupo que
participa da onda folicular (DRIANCOURT et al., 1991; DRIANCOURT, 2001; JAISWAL

et al., 2004; LUCY, 2007).

Cada nova onda folicular é precedida por este aumento do horménio FSH,
caracterizando como uma das principais causas do recrutamento de cada onda folicular
bovina (JAISWAL et al., 2004), porém atualmente ja se conhecem inumeros fatores e
ligantes intraovarianos e extraovarianos que atuam desde os foliculos primordiais até o
recrutamento dos foliculos terciarios que passam a ser responsivos as gonadotrofinas.

Devido ao grande nimero e sua imensa complexidade de atuacao destes fatores, ainda nao é
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totalmente elucidado o mecanismo que seleciona esta populacdo de foliculos terciarios
(FIGUEIREDO et al., 2018; JUENGEL et al., 2018; SCARAMUZZI et al., 2011). A
regressdo do FD durante uma onda folicular, ou a ovulagao no final do ciclo estral, causa o
aumento transiente nos niveis circulantes de FSH, uma vez que os hormdnios sintetizados
por este foliculo, estradiol e inibina, atuam através de um mecanismo de feedback negativo
no centro tonico hipotaldmico e na hipdfise anterior, respectivamente, reduzindo a liberagdo
de FSH hipofisario (AERTS & BOLS, 2010b; FORTUNE, 1994). Ndo apenas neste
momento ocorre um aumento do FSH, mas também um pequeno aumento antecede a
segunda e a terceira ondas foliculares do ciclo e nas ondas foliculares que ocorrem em
fémeas pré-puberes (FORTUNE, 1994; JAISWAL et al., 2004). O aumento das
concentragbes sanguineas de FSH causa o crescimento dos foliculos gonadotrofino-
dependentes (4 a 5 mm) até tamanhos maiores e promove o inicio da sintese de estradiol

folicular, dos quais posteriormente seréo sujeitos ao processo de selecdo (LUCY, 2007).

O desenvolvimento destes grupos foliculares tipicamente consiste em um ndmero de
5 a 10 foliculos (DRIANCOURT, 2001), mas podem conter mais de 24 foliculos por onda
folicular (MIHM & AUSTIN, 2002), apresentando uma duracgéo de crescimento comum por
cerca de trés dias (GINTHER et al., 2003). A fase de crescimento comum se estende do
inicio do recrutamento da onda até o inicio do processo de desvio folicular, que coincide
com o processo da selecdo. Na média, o futuro FD emerge seis horas antes dos futuros
subordinados. Esta emergéncia precoce resulta em uma vantagem de crescimento e tamanho
do futuro FD em relacdo aos subordinados ao final da fase de crescimento comum. Os
foliculos que surgem mais tarde em uma onda atingem um diametro maximo menor, crescem
mais lentamente durante a fase de crescimento comum e podem atingir um platé ou diametro
méaximo antes do final da fase de crescimento comum (GINTHER et al., 2001; 2003; PETER

et al., 2009).
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As concentragdes sistémicas e foliculares de estradiol que aumentam paralelamente
com o desenvolvimento do FD atingem um pico cerca de 1 a 2 dias antes da ovulagéo,
proximo ao momento em que o maior foliculo atinge diametro méaximo, cerca de dois a trés
dias antes do pico do LH (BERGFELT et al., 2000; GINTHER et al., 1998). Proximo ao
momento da ovulagdo, hd uma diminuicdo nos niveis de estradiol, o que corresponde a um
aumento no FSH antes da ovulagéo, apesar das elevadas concentrac6es de inibina (ADAMS
et al., 2008; FORTUNE et al., 2001). Ao término da onda, logo apés a ovulagdo, ou mesmo
antes da ovulacdo, desencadeado pelo pico de LH e mudancas funcionais no FD, h4d marcante
diminuicdo dos hormonios ovarianos, especialmente da inibina, permitindo o desbloqueio
hipotalamico-hipofisiario que leva a um novo aumento na concentracdo de FSH e,
consequentemente, & emergéncia de uma nova onda folicular que repetird o processo e
atingird a dominancia em meio ao diestro (AERTS & BOLS, 2010b; FORDE et al., 2011;

FORTUNE et al., 2001).

3.3.2 Selecao folicular

Segundo Hodgen (1982), a selecdo é o processo que resulta normalmente em um
anico foliculo seguindo o curso do desenvolvimento. Em Gltima analise, o préprio foliculo,
sozinho, pode evitar a atresia, possuindo a competéncia para atingir a ovulacdo com o passar
do desenvolvimento. Ireland et al. (2000), a partir de novos conhecimentos acerca da
foliculogénese obtidos principalmente na década de 1990, aprimoraram este conceito,
afirmando a selecdo ser um processo que resulta na reducdo do nimero de foliculos em um
grupo de foliculos em crescimento para uma cota ovulatéria espécie-especifica.

Em cada onda folicular, os foliculos recrutados serdo sujeitos ao processo de selecao,
pelo qual em espécies monovulatérias (bovinos, equinos, humanos), usualmente apenas um
foliculo se desenvolve até a dominancia, ao passo que os subordinados entram em atresia

(AERTS & BOLS, 2010b; GINTHER et al., 2000b; 2016). O aumento transitorio do FSH
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responsavel por estimular o inicio do crescimento da nova onda folicular atinge um platd
guando os maiores foliculos terciarios presentes nos ovarios atingem diametros entre 4 e 5
mm, diminuindo gradativamente (GINTHER et al., 2015; KULICK et al., 1999). Os niveis
séricos maximos de FSH na primeira onda de crescimento folicular de um ciclo sdo
normalmente expressos 28 horas apos o inicio da fase de estro (MIHM & AUSTIN, 2002),
e posteriormente, durante os trés primeiros dias da nova onda folicular recém recrutada,
quando os niveis de FSH comecam a reduzir gradativamente (ADAMS et al., 1992; ADAMS
et al., 1993a). Mesmo ainda dependentes deste horménio, os foliculos em crescimento
iniciam a producdo e liberacdo principalmente de inibina, mas também pequenas
quantidades de estradiol, que resultardo na gradativa inibicdo da secrecdo de FSH, gerando
niveis séricos inadequados desta gonadotrofina para que os foliculos menores, recém
emergidos, mantenham-se em crescimento (AERTS & BOLS, 2010b; GINTHER, 2016;
MIHM & BLEACH, 2003). Segundo Gibbons et al. (1999), experimentos na espécie bovina
revelaram que foliculos terciarios com diametro de 3 mm néao suprimem a secrecao de FSH,
mas ao atingirem o tamanho de 5 mm de didmetro, adquirem a capacidade enddcrina em
feedback negativo de suprimir a liberacao de FSH.

Ao final da fase de crescimento comum dos foliculos, o futuro FD, e em média dois
a quatro FS, séo selecionados para continuarem crescendo, mantendo a proliferagéo celular
e a producdo de estradiol, apesar da reducdo da concentracdo de FSH, devido a capacidade
de manterem altas expressdes de mMRNA de receptores de FSH e afinidade de ligacdo aos
receptores (BAO & GARVERICK, 1998; EVANS & FORTUNE 1997). Trata-se de uma
questdo de limiar de FSH, sendo que esta capacidade ¢ maior no futuro FD, e menor nos
subordinados (GINTHER et al., 2001a; GINTHER, 2016). Beg e Ginther (2006) revisaram
uma série de experimentos realizados para elucidar os fatores intrafoliculares que permitiam

aos foliculos terciarios recrutados passarem pelo processo de selecdo, e futuramente a
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participar do processo de divergéncia e desvio de crescimento do futuro FD. Os autores
reuniram duas ideias que propunham os fatores intrafoliculares que seriam centrais para o
processo de selecdo do futuro FD, sendo a teoria de Missouri (XU et al., 1995), que propunha
que o aumento da expressao de receptores de LH nas células da granulosa favoreciam a
selecdo do futuro FD, e a ideia da relacdo intrafolicular das proteinas insulin-like growth
factor (IGF)-I e insulin-like growth factor binding protein (IGFBP)-4 e -5 (FORTUNE et
al.,, 2004; SPICER, 2004; SPICER & ECHTERNKAMP, 1994; SPICER &
CHAMBERLAIN, 2002; SPICER et al., 2002), que propunham que um aumento de IGF-I
livre no liquido intrafolicular do FD, atraveés do aumento de proteases da IGFBP-4 e -5,
levaria a uma vantagem no crescimento folicular pelo sinergismo com o FSH e maior
liberacédo de estradiol. A proposta de unir as duas ideias foi aceita, pois ficou evidente que
ambos 0s processos ocorriam simultaneamente no futuro FD, sendo provavelmente
essenciais para a ocorréncia do desvio folicular e a aquisi¢do da dominancia (AUSTIN et
al., 2001; BEG & GINTHER, 2006; GINTHER, 2016; LUCY, 2007; MIHM & BLEACH,
2003).
3.3.3 Desvio e dominancia folicular

O fenbmeno de desvio observado na ultrassonografia (desvio aparente) ocorre
quando se observa o inicio da diferenca das taxas de crescimento entre 0s dois maiores
foliculos no momento, ou logo ap6s a avaliacdo na qual o segundo maior foliculo atinge seu
tamanho maximo (GINTHER et al., 1996). Ireland et al. (2000) definiram o evento do desvio
folicular como a diferenca na taxa de crescimento entre os dois maiores foliculos de uma
onda, que é determinado por ultrassonografia de forma retrospectiva (desvio aparente).
Porem, o desvio ndo deve ser confundido com o processo de selecéo, pois a selecéo refere-
se ao fenbmeno associado com a reducao do numero de foliculos originalmente recrutados

em uma onda para posteriormente ovularem. Na verdade, o desvio folicular marca o final da
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fase de selecdo e é o ponto inicial do periodo de dominancia folicular (IRELAND et al.,

2000).

Considerando o fendmeno de selecdo e desvio que levam o crescimento folicular do
futuro FD ao estagio de dominancia, Ginther e colaboradores, ap6s uma série de estudos
(GINTHER et al., 1996; 1997; 1998; 1999; 2000a; 2000b; 2001la; 2001b; 2003),
desenvolveram uma teoria que sintetizava todos estes anos de estudos observacionais,
convergindo para a teoria da selecdo folicular na vaca (GINTHER, 2016). O autor propde
que a selecdo do FD é totalmente representada pelo processo de desvio folicular, que inicia
quando o futuro FD esta proximo de 12 horas antes do inicio do desvio do diametro folicular
(desvio aparente), ou antes que ele alcance um tamanho proximo de 8,5 mm, periodo em que
a divergéncia entre os foliculos é preponderante para levar ao d do didmetro (desvio
aparente) e dominancia folicular (Figura 1). Um foliculo que emerge antes pode manter uma
vantagem de tamanho e tornar-se 0 FD por atingir o tamanho de 8,5 mm antes que seus
subordinados (AERTS & BOLS, 2010b; GINTHER et al., 1996; 2003; GINTHER, 2016).
Porém, uma vantagem precoce de tamanho néo é necessaria para que ocorra a dominancia e
ndo deve ser considerado um componente do processo de desvio e selecao folicular. Em
outras palavras, um foliculo maior durante a fase de crescimento comum ndo representa
dominancia sobre os menores, nao antes do inicio do processo de desvio do crescimento

folicular (GINTHER, 2016).

Existem caracteristicas no processo de desvio ja observados em um estudo de Ginther
et al. (2016) em que se caracterizou um padrao de desvio folicular regular, onde o futuro FD
atinge em aproximadamente 2,5 dias o tamanho de 8,5 mm, enquanto seu FS apresenta em
torno de 7 mm. Outra duas caracteristicas alternativas observadas foram de um padrédo de

desvio folicular subdimensionado, onde o FS ndo atinge o tamanho de 7 mm enquanto o
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futuro FD esta proximo do tamanho de 8,5 mm, e de um padrdo alternado, onde o futuro FD
e 0 FS crescem em tamanhos muito proximos, havendo sempre uma troca em qual foliculo
podera ser 0 FD, evidenciando que nem sempre o diametro folicular € um método confiavel
como indicador do estagio de desenvolvimento folicular, principalmente quando ha uma

pequena diferenca de tamanho entre os dois maiores foliculos na avaliacao.

Ginther et al. (2001a) afirmaram que mesmo os foliculos pequenos estaticos e/ou
foliculos emergidos tardiamente na onda sdo capazes de se tornarem FD, quando todos 0s
foliculos maiores forem aspirados e/ou entrarem em atresia ainda na fase de crescimento
comum, ou seja, antes do desvio folicular. Quando foram aspirados (ablacdo) o maior
foliculo, os dois maiores foliculos ou os trés maiores foliculos ao final da fase de crescimento
comum, 0s niveis séricos de FSH aumentaram com mesma intensidade 12 horas apos a
ablacdo destes trés grupos. Tornou-se evidente que o maior foliculo regulava os niveis de
FSH, juntamente com seus subordinados, através do feedback negativo, e pode-se observar
que os niveis de FSH continuaram a aumentar no grupo que trés foliculos foram aspirados,
até o momento que os foliculos menores adquirissem tamanho e capacidade de suprimir esta
gonadotrofina (AERTS & BOLS, 2010b; GIBBONS et al., 1999). Esta hierarquia folicular
mostrou que um foliculo somente esta preparado para se tornar um FD no momento que este
for maior do que 7 mm. Portanto, se um futuro FD for removido quando possuir 8,5 mm, e
se 0 seu FS for maior do que 7 mm, este ultimo assumird a hierarquia e entrard

espontaneamente no processo de desvio folicular (GINTHER et al., 2001a).
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Figura 3 llustracdo da interrelacdo entre os hormonios circulantes (FSH, GnRH, LH, E2 e Ih) e os fatores
intrafoliculares (E2, IGF1 e IGFBP) durante o crescimento folicular e ao inicio do processo de
desvio folicular. O aumento da concentracdo de FSH antes do pico deste horménio é um reflexo da
baixa concentracdo dos supressores (Ih e E2) sobre esta gonadotrofina. Inicialmente, 0 FSH est4
estimulando todos os foliculos, e a inibina é o primeiro supressor deste horménio a ser liberado
quando os foliculos atingem 5 mm de didmetro. Literalmente, a sele¢do ocorre contra os foliculos
subordinados, onde o foliculo dominante continua seu crescimento, enquanto seus subordinados
diminuem a taxa de crescimento, pois ao inicio do processo de desvio apenas o foliculo dominante
esta preparado para manter seu desenvolvimento mesmo com as condi¢des decrescentes de FSH.
Durante o desvio, o E2 (assim como a Ih) atua como supressor do FSH e como um estimulante da
liberacdo de LH, através da liberagdo de GnRH. Os efeitos intrafoliculares das gonadotrofinas sao
mediados através do sistema entre o IGF1 e 0 E2. O processo de desvio entre os 2 maiores foliculos
inicia 12 horas antes da manifestacdo aparente do desvio no didmetro folicular, observado via
exames ultrassonograficos. Os aspectos intrafoliculares envolvidos no desvio do processo de sele¢do
folicular estfo destacados pela caixa cinza. E2: estradiol; IGF1: insuline-like growth fator 1; IGFBP:
insuline-like growth fator binding protein; Ih: inibina. Fonte: Ginther (2016).
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Baseado na inspecdo de gréficos do didmetro individual dos futuros FD em diversas
ondas, constatou-se que, em média, o inicio do processo de desvio folicular ocorre 2,5 dias
apos o recrutamento da onda, quando o futuro FD esta com + 8,5 mm, e seu FS com
aproximadamente 7,0 mm de didmetro (BERGFELT et al., 2003; GINTHER et al., 1996;
1997; GINTHER, 2016). A maioria dos estudos que caracterizaram este evento foram
realizados observando o desenvolvimento da primeira onda folicular (pés-ovulatéria), mas
estudos recentes demonstraram que os padroes de desvio folicular sdo semelhantes entre as
ondas, apesar das diferencas entre as concentracfes de progesterona e LH e da diferenca
inicial dos picos de FSH (GINTHER et al., 2015; 2016a). Este desvio é representado pela
vantagem adquirida do futuro FD sobre seus subordinados, uma vez que este foliculo
apresenta caracteristicas intrafoliculares que o permitem seguir crescendo. Neste momento,
0 crescimento ocorre em condicdes de baixas concentragdes de FSH e um pequeno aumento
de LH, havendo a liberacdo de concentragdes séricas de estradiol gradativamente maiores,
que retroalimenta este estado de vantagem do futuro FD e desvantagem de seus
subordinados, uma vez que estes ndo possuem as condi¢des para se manter em crescimento
(AERTS & BOLS, 2010b; BEG & GINTHER, 2006; BERGFELT et al., 2000; GINTHER,
2016; GINTHER et al., 1996; 2000a; 2001b; 2016a; 2016b; MIHM et al., 2006). Detalhes
dessa complexa interrelagdo entre os fatores intrafoliculares (1GI-1, IFGBP e estradiol) e as

gonadotrofinas (FSH e LH) esta representada na Figura 1 acima.

O LH é um fator chave durante no processo de desvio do futuro FD em relacdo aos
seus subordinados (Figura 2). Ginther et al. (2001b) relataram que receptores do LH surgem
nas células da granulosa do futuro FD cerca de 8 horas antes do inicio do processo de desvio
folicular. Este fator é crucial para a manutencdo do crescimento folicular do futuro FD, em
um ambiente com uma baixa concentracdo de FSH e com um gradual aumento do LH,

ocorrendo a transi¢do de uma responsividade & gonadotrofina mais presente para a produgéo
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de estradiol do FD, que resultard em um aumento na inibicdo do FSH em conjunto com a

inibina (AERTS & BOLS, 2010b; BEG & GINTHER, 2006; FORTUNE et al., 2001,

GINTHER et al., 1996; 2001b; MIHM et al., 2006).
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Figura 4. Modelo esquematico do aspecto celular do processo de desvio folicular envolvendo as células da
granulosa e da teca do futuro FD em bovinos. Na parte superior do esquema observa-se a mudanga
que a célula da granulosa passa durante o processo de sele¢do e desvio folicular, onde passa a ter a
presenca de receptores de LH que seguirdo aromatisando os androgenos produzidos pelas células da
teca em estradiol. Na parte inferior do esquema se observa a interagdo do FD, apds o desvio, entre
células da teca e da granulosa em relagdo a producéo e liberagao de estradiol no liquido folicular,
IGF-1 livre e as proteases das IGBP impedindo a ligacdo desta com as IGF-1, todas caracteristicas
presentes no futuro FD na desvio folicular. Adaptado de: Ginther et al. (1996; 2001b).

Com o crescimento folicular, o até entdo futuro FD torna-se dominante, sendo a Unica

estrutura remanescente da onda folicular. Quando o FD se torna dependente do LH, este tem

apenas dois destinos: a ovulacdo ou a atresia (AERTS & BOLS, 2010b; LUCY et al., 2007).

Durante a dominancia, mudancas funcionais, como o declinio na proporgdao intrafolicular de
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estradiol/progesterona (MIHM et al., 2006), tem como objetivo prepara-lo para a ovulacéo.
Um FD que ndo € exposto ao pico de LH ira sobreviver por um curto periodo até se tornar
atrésico (VALDEZ et al., 2005). Durante este periodo, o FD é dependente de fatores de
crescimento que promovem a transicéo da fase de G1 para a fase S do ciclo celular e previne
a apoptose das células da granulosa (QUIRK et al., 2004). O aumento crescente dos niveis
séricos de estradiol em conjunto com a lutedlise e queda abrupta da concentracdo de
progesterona irdo desencadear os sinais caracteristicos de estro na fémea e a sensibilizacdo
no centro pré-ovulatério do hipotédlamo, liberando um pico de GnRH que ir&4 desencadear
uma rapida liberagdo, em uma alta amplitude, de LH pela hipéfise anterioir, ocasionando a

ovulagéo do FPO (AERTS & BOLS, 2010b; FORDE et al., 2011).

3.4 Diferencas na fisiologia reprodutiva de fémeas Bos taurus indicus vs. Bos taurus
taurus

A maioria dos estudos sobre a fisiologia reprodutiva, particularmente relacionados a
funcdo ovariana, utilizam como modelo experimental animais de racas taurinas (Bos taurus
taurus; GINTHER et al., 1989b; SAVIO et al., 1988; SIROIS & FORTUNE, 1988), mas
devido a grande importancia, principalmente em paises tropicais, como a maior parte do
Brasil, muitos estudos também tém sido realizados para elucidar as caracteristicas da
fisiologia reprodutiva de fémeas zebuinas (Bos taurus indicus; CHENOWETH, 1994;
RHODES et al., 1995; FIGUEIREDO et al.,, 1997). Uma das primeiras diferencas
observadas se refere as caracteristicas do estro comportamental das fémeas zebuinas, com
Galina e Arthur (1990) relatando que os sinais de estro sdo geralmente caracterizados por
um periodo mais curto, de aproximadamente 10 h de duracéo, variando de 1 a 20 h (BO et
al., 2003), o que dificulta a deteccdo. Somado a isso, mais de 50% das fémeas zebuinas
iniciam a manifestacdo de sinais de estro no periodo noturno, sendo que cerca de 30%

iniciam e encerram o estro durante a noite (PINHEIRO et al., 1998). Ja ndo ha diferenca
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entre 0s grupos genéticos quanto ao intervalo médio do inicio dos sinais de estro e da
ovulacdo, ocorrendo de 26 a 28 h em fémeas zebuinas do inicio da observagdo do estro ate
a ovulagdo (BARUSELLLI et al., 2007; PINHEIRO et al., 1998; SARTORI & BARROS,

2011).

Em comparacgdo a fémeas taurinas, a duragdo do ciclo estral em fémeas zebuinas
também € de 20 a 22 dias, também se observando uma predominancia de fémeas com duas
a trés ondas foliculares no intervalo interovulagdo (FIGUEIREDO et al.,1997). Porém,
estudos ja observaram a ocorréncia de fémeas zebuinas com 4 e até 5 ondas foliculares entre
duas ovulacGes, em especial em novilhas da raca Nelore (FIGUEIREDO et al.,1997;
MOLLO et al., 2007; SARTORELLLI et al., 2005), e em vacas das racas Gir (GAMBINI et
al., 1998; VIANA et al., 2000) e Brahman (RHODES et al., 1995; ZEITOUN et al., 1996).
Além desta diferenca no nimero de ondas foliculares, diversos estudos ja descreveram que
fémeas zebuinas recrutam um maior nimero de foliculos a cada onda folicular do que fémeas
taurinas (ALVAREZ et al., 2000; BURATINI et al., 2000; CARVALHO et al., 2008).
Carvalho et al. (2008) observaram uma média de 33,4 + 3,2 foliculos pequenos em ragas
zebuinas (Nelore e Gir), em comparagdo como 25,4 = 2,5 foliculos pequenos em racas
taurinas (Angus e Holandesa) na emergéncia de suas respectivas ondas foliculares. Esta
diferenca significativa entre a populacdo folicular recrutada em cada onda pode estar
associada com a diferenca nas concentracdes de IGF-I, uma vez que Alvarez et al. (2000)
relataram que vacas zebuinas apresentam maiores concentracdes de IGF-1 e menores
concentracdes de FSH quando comparadas a fémeas taurinas. E especulado que o IGF-I pode
aumentar a responsividade dos foliculos ao FSH (BARROS & NOGUEIRA, 2001), e este
seria um dos principais motivos pelo qual fémeas zebuinas tem boas respostas a protocolos
de SOV com menores doses do que fémeas taurinas. Estas caracteristicas foliculares

auxiliaram muito no crescimento comercial da OPU-PIV, principalmente no Brasil, onde se
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observam altas taxas de recuperacdo de oocitos ap6s a OPU de fémeas zebuinas,
proporcionando uma maior produgdo de embrides in vitro por sesséo, quando comparado

com fémeas taurinas (GIMENES et al., 2010; GONCALVES & VIANA, 2019).

Outra diferenca marcante entre fémeas taurinas e zebuinas se refere ao tamanho dos
foliculos no desvio e dominancia folicular, sendo que em fémeas zebuinas se observam
didmetros menores dos foliculos nestes eventos. Diferentemente de fémeas taurinas, o
tamanho do futuro FD e seu FS imediato ao inicio do desvio é de 5,5 a 6,5 e de 5,0 a 6,0
mm, respectivamente (CASTILHO et al., 2007; GIMENES et al., 2008; SARTORELLI et
al., 2005). O diametro maximo do FD também é menor em fémeas Bos taurus indicus
comparadas com fémeas Bos taurus taurus, podendo variar de 10 a 13 e de 12 a 22 mm,
respectivamente (CARVALHO et al., 2008; FIGUEIREDO et al., 1997; MACHADO et al.,
2008; RODHES et al., 1995; SARTORELLI et al., 2005). Porém, o inicio do desvio folicular
ocorre em média 2,3 a 2,8 dias apds a emergéncia da nova onda, evidenciando que a duragao
do ciclo e os tempos em que ocorrem os eventos na onda folicular séo semelhantes entre os
grupos genéticos, mas com o diametro folicular diferindo entre fémeas taurinas e zebuinas,
evidenciando uma taxa de crescimento folicular menor em matrizes Bos taurus indicus (0,9
mm/dia; CARVALHO et al., 2008; FIGUEIREDO et al., 1997) do que em fémeas Bos
taurus taurus (1,1-2,0 mm/dia; CARVALHO et al., 2008; KNOPF et al., 1989; SARTORI
etal., 2004; SIROIS & FORTUNE, 1988). Outro fator ja evidenciado e que esta intimamente
relacionado ao didmetro maximo do FD é a diferenca entre as concentracdes séricas de
estradiol e progesterona entre fémeas taurinas e zebuinas, que se da devido a um menor
tamanho do FD, e consequentemente, uma menor secrecdo de estradiol, seguida da formacéo
de um CL menor, que produzira uma menor quantidade de progesterona, ainda fisioldgica
(CARVALHO et al., 2008; FIGUEIREDO et al., 1997;MACHADO et al., 2008; MOLLO

etal., 2007; SARTORI et al., 2002).
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3.5 Sincronizacgdo de uma nova onda folicular

O sucesso da manipulacéo do ciclo estral para os diferentes objetivos almejados pelas
biotécnicas da reproducdo animal passa obrigatoriamente pelos estudos pioneiros que
caracterizaram o ciclo estral bovino, conduzidos por Boyd (1925), Brewster & Cole (1941)
e De Alba & Asdell (1946), que identificaram e isolaram os horménios do eixo HHG, por
Allen & Doisy (1923), Allen (1930), Fevold et al. (1931) e Casida (1938), e que descreveram
o fendmeno da dindmica folicular bovina, por Rajakoski (1960) e Ginther et al. (19893;
1989b), o que coletivamente permitiria posteriormente a manipulagéo e a sincroniza¢do mais
precisa do ciclo estral e da ovulagdo em bovinos por meio do uso de horménios sintéticos
(BRITT et al., 1974; LAUDERDALE et al., 1974; MAUER et al., 1975; ZOLMAN et al.,
1973; PURSLEY et al., 1995; MAPLETOFT et al., 2018; STEVENSON & BRITT, 2017).

Historicamente, no final da década de 1940 e inicio da década de 1950, a
manipulacdo do ciclo estral se iniciou através do uso de progesterona fornecida via oral,
diariamente, misturada a um 0leo vegetal para prevenir o estro e a posterior ovulacdo
(ULBERG et al., 1951). A descoberta dos hormonios endégenos GnRH e da PGF», e 0
desenvolvimento de formas sintéticas permitiu que se induzisse a lutedlise e ovulacdo de
uma forma sincrona em algumas fémeas (LAUDERDALE et al., 1974; 1974; MAUER et
al., 1975; ZOLMAN et al., 1973). Com o advento da ultrassonografia, ja no final da década
de 1980, houve a possibilidade de um melhor entendimento da dindmica folicular bovina e
os efeitos que os hormdnios tinham sob as estruturas ovarianas em diferentes momentos do
ciclo, permitindo que os principais métodos de manipulacdo e sincronizacdo de uma nova
onda folicular fossem desenvolvidos na década de 1990 (BO et al., 1991; BERGFELT et al.,
1994; MACMILLAN & PETERSON, 1993; MACMILLAN et al., 1991, 1993; PURSLEY

et al., 1995). Formas evoluidas destes protocolos sdo amplamente utilizados até hoje, com
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algumas variagdes e aprimoramentos, porém o conceito basico se manteve ao longo das

décadas (MAPLETOFT et al., 2018; STEVENSON & BRITT, 2017).

3.5.1 Método hormonal

O grupo do Professor Reuben Mapletoft, do Departamento de Medicina de Rebanhos
e de Teriogenologia da Universidade de Saskatchewan/Canada e o Professor Kate
MacMillan do Dairying Research Corporation Ltd de Hamilton/Nova Zelandia, realizaram
uma série de estudos, independentemente, que corroboraram com o estabelecimento do uso
de ésteres de estradiol em conjunto com insertos/implantes de P4 ou gestagenos para induzir
uma nova onda folicular de 3 a 5 dias ap6s a aplicagio dos esteroides (BO et al., 1991; 1993;
1994a; 1994b; 1995a; 1995b; 1996; MACMILLAN & PETERSON, 1993; MACMILLAN
etal., 1991, 1993). O tratamento com ésteres de estradiol tem como base fisiologica simular
a acdo que um FD causaria sobre os FS, em uma condicdo de alta concentracdo de P4. A
ideia por tras deste protocolo é de que um grande aumento sérico dos niveis de estradiol
causaria a supressao do FSH, que levaria a atresia de todos os foliculos FSH-dependentes
presentes no momento da aplicacdo do éster de estradiol. Uma vez metabolizado o estradiol,
um pico de FSH e a emergéncia de uma nova onda folicular ocorrem, em média 4 dias ap0s
o tratamento (BO et al., 1995; MACMILLAN & PETERSON, 1993; MACMILLAN et al.,
1993; MAPLETOFT & BO, 2013). Naqueles estudos, relatou-se uma alta eficiéncia da
inducdo de uma nova onda folicular, apesar de ndo quantificada, levando a sincronia de
fémeas e a subsequente aplicacao nas diversas biotécnicas reprodutivas (IATF, SOV, TETF
e OPU). Néo obstante, em alguns dos casos, 0s autores citaram que em alguns animais houve
uma diferenca na emergéncia da onda, ou mesmo a falha de ovulacdo ao final dos
tratamentos, sendo tais animais excluidos das analises. Resultados com estes animais devem
ser mais bem explorados para o entendimento das causas das falhas e das diferengas de

resposta. Porém, inimeros outros autores (BRIDGES et al., 1999; BURKE et al., 2001,
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COLAZO etal., 2005; DISKIN et al., 2002; MADUREIRA et al., 2020; MARTINEZ et al.,
2005; MONTEIRO et al., 2015) relataram haver falhas na indugdo de uma nova onda
folicular, de menor a maior grau, em protocolos baseados principalmente na aplicacdo de
benzoato de estradiol (BE) em conjunto com um inserto intravaginal de P4, mas também de
outros ésteres de estradiol, como o valerato de estradiol (VE) e o Estradiol-17p (E-17p).
3.5.2 Método fisico

Estudos iniciais apds a ablacdo folicular por eletrocauterizacdo por laparotomia
demonstraram que a remogdo do FD durante a fase de crescimento comum acelerou a
emergéncia da proxima onda folicular (ADAMS et al., 1993b; KO et al., 1991). Foi baseado
nestas observagdes que Bergfelt et al. (1994) realizaram um estudo para testar se a ablagdo
folicular por OPU induziria a emergéncia de uma nova onda folicular sincrona, e se apds a
aplicacdo de PGF», ocorreria uma ovulagdo sincrona em novilhas Bos taurus taurus. A
ablacdo folicular consiste na aspira¢ao de todos os foliculos >5 mm de didmetro presentes
no cortex ovariano, em um estagio desconhecido/aleatério do ciclo estral. Através de
acompanhamento ultrassonogréfico diario, revelou-se que a ablacdo folicular resultou em
uma emergéncia sincrona de uma nova onda folicular em aproximadamente, 1,5 dias ap0s o
procedimento. Outros trabalhos foram realizados posteriormente e comprovaram a eficiéncia
da metodologia, corroborando com o tempo médio do recrutamento da onda induzida
(AMIRIDIS et al., 2006; BARACALDO et al., 2000; BERGFELT et al., 1997a; GARCIA

& SALAHEDDINE, 1998; KIM et al., 2001; LIMA et al., 2007).

3.6 Manipulacédo do ciclo estral por meio da sincronizacéo de uma nova onda folicular
para uso nas principais biotécnicas reprodutivas

O surgimento de conceitos sobre a dindmica folicular ovariana, a fisiologia

reprodutiva e o desenvolvimento de farmacos que atuam no sistema reprodutivo de fémeas

estdo constantemente dando suporte para o crescimento e melhoramento das biotécnicas da
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reproducao animal. Com o passar dos anos, as biotécnicas relacionadas com a sincronizagao
do desenvolvimento folicular e a manipulagéo do ciclo estral bovino tém progredido rapido
e consistentemente. O uso da IATF, da SOV/MOET, da OPU-PIV e da TETF tem tido um
grande papel no aumento da eficiéncia reprodutiva dos rebanhos e na disseminagdo de
genética superior, diminuindo o intervalo entre gerac6es e aumentando o ganho genético do
rebanho (BARUSELLI et al., 2017; SARTORI et al., 2016). Com o0 surgimento de
protocolos de manipulagdo do ciclo estral e da sincronizagéo de uma nova onda folicular e
da ovulagéo, a necessidade de se observar os sinais de estro se tornou menos importante em
muitos sistemas que adotaram tais manejos. Na emergéncia destes protocolos mais recentes
de manipulacdo do ciclo, as técnicas de IA, TE, SOV-MOET e mesmo a PIV ja eram
conhecidas e bem estabelecidas. Os protocolos hormonais surgiram para somar as técnicas
ja implementadas, reduzindo os intervalos de tempo para as aplicacdes (por exemplo, de
protocolos de superovulacdo), aumentando a eficiéncia de aplicacdo das tecnologias
reprodutivas nos rebanhos bovinos de corte e de leitt (MOORE & HASLER, 2017;

STEVENSON & BRITT, 2017).

O emprego da IA tem o intuito de melhorar o ganho genético e a eficiéncia
reprodutiva dos rebanhos, acelerando o ganho genético e provendo proles mais produtivas
que irdo gerar um maior retorno econdmico para o sistema (BARUSELLI et al., 2019; BO
et al., 2018). Para tanto, sistemas simples, eficientes e eficazes favorecem o uso da IA. No
Brasil, por exemplo, a implementacéo de protocolos de sincronizagédo do estro e da ovulacao
levaram ao aumento significativo do emprego da IA, pela IATF nas propriedades, que
comecou a ser disseminada significativamente no inicio da virada do milénio (BARUSELLI
et al., 2019). Segundo Baruselli et al. (2019), o nimero de protocolos comerciais de IATF
no ano de 2002 no Brasil foi de 100 mil, o que representou 1% das inseminagdes realizadas

no pais naquele ano. Ja em 2018, o numero de protocolos de IATF aplicados no pais foi de
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13,3 milhdes, representando 86% das inseminagdes, para 13,1% do total de matrizes do
rebanho nacional, evidenciando que existe a grande a possibilidade de melhorar ainda mais

este indice, o que consequentemente trard beneficios para a cadeia produtiva brasileira.

Sob o ponto de vista da IATF e da TETF, é de grande importancia que o
procedimento de inducdo de uma nova onda folicular seja 0 mais sincrono e eficiente
possivel. Contudo, existem outros fatores que podem interferir na resposta e desempenho
subsequentes a inducdo, que dependem muito de fatores individuais das fémeas e de fatores
externos, que em conjunto podem aumentar a variabilidade da resposta (BARUSELLI et al.,
2017a; BO et al., 2018; WILTBANK & PURSLEY, 2014). Devido a alta escalabilidade em
que a ferramenta da IATF € aplicada, falhas ou erros na sincronizagdo podem possuir um
grande impacto produtivo e econémico nos resultados (BARUSELLI et al.,, 2019;
MAPLETOFT et al., 2018; STEVENSON & BRITT, 2017). Procedimentos praticos,
eficientes e eficazes ainda sdo necessarios serem melhor aplicados para 0 aumento na taxa
de inducdo de uma nova onda folicular, seguida do crescimento e ovulagdo em janela
bioldgica que salvaguarde a concepcdo em um maior numero de fémeas apés a IATF. Os
métodos fisicos ja se mostraram altamente eficientes na inducdo de uma nova onda folicular
sincrona na totalidade das fémeas aspiradas, porém devido a necessidade de métodos mais
praticos e de baixo custo nestas operacGes aplicadas em alta escalabilidade, tais
procedimentos complexos, como a ablacéo folicular para inducdo e sincronizacdo de uma
nova onda folicular, ndo se tornam viaveis na pratica.

A transferéncia de embrides tem sido utilizada mundialmente de forma comercial
desde a década de 1970 para reproduzir a genética das melhores fémeas do rebanho. Porém,
fatores como nutri¢do, manejo e eficiéncia na deteccdo do estro afetam a disseminacéo desta
tecnologia, principalmente em sistemas de cria de bovinos de corte (BO et al., 2012). Os

tradicionais tratamentos com PGF2, a intervalos de 11 a 14 dias para a sincroniza¢do do
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estro, com subsequente observagéo de estro (BROADBENT et al. 1991), eram utilizados
para sincronizar fémeas doadoras e receptoras de embrides. Porém, se todas as fémeas sao
ciclicas, aproximadamente 80% delas mostram sinais de estro durante os cinco dias seguintes
a ultima aplicacdo da PGF»,, devido fundamentalmente a ineficiéncia na deteccéo do estro e
a variabilidade individual no intervalo do tratamento até o estro e ovulagdo, com cerca de
50% de receptoras tratadas estando aptas a receber um embri&o sete dias apos o estro (BO et
al., 2002). O uso de técnicas de controle da dinamica folicular e da ovulagdo reduziram a
necessidade da deteccdo dos sinais de estro, e oportunizaram a aplicacdo de programas de
melhoramento genético utilizando a tecnologia de TE em rebanhos de corte e de leite. Os
inimeros protocolos que originalmente foram desenvolvidos para os programas de IATF
permitiram o planejamento da TE, a TETF, sem a necessidade de detecgéo de estro, 0s quais

n&o comprometeram os resultados (BO et al., 2012).

A pratica de superestimulacdo hormonal ovariana, superovulacdo ou SOV de fémeas
doadoras de alto mérito genético teve aplicacdo paralela com os programas de TE comercial,
ja que a SOV visa 0 aumento da taxa ovulatoria e, consequentemente, um aumento no
numero de embribes a serem recuperados em uma coleta de uma fémea doadora em um dado
momento. Pela SOV, induz-se a codominancia folicular durante o crescimento folicular para
gue o maior nimero atinja tamanho e condicBes para posterior ovulacdo e fecundacéo,
maximizando o numero de embrides produzidos, normalmente apos a utilizacdo de algum
horménio com efeito foliculo estimulante (BO & MAPLETOFT, 2014). Protocolos
hormonais para a superestimulacéo ovariana ja passaram por inimeras alterac6es, como pelo
uso da gonadotrofina coridnica equina (eCG; PHILLIPPO & ROWSON, 1975) ou de
extratos de pituitaria suina (ELSDEN et al., 1978), até o uso de FSH pituitario purificado
para estimular o crescimento multiplo folicular. Um dos fatores chave para o sucesso da

SOV é o momento em que se inicia o protocolo hormonal, que para ser efetivo deve ser
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concomitante ao inicio do recrutamento da nova onda folicular (BO & MAPLETOFT, 2014;
MIKKOLA et al., 2020; PHILLIPS & JAHNKEN, 2016). Apo6s décadas de protocolos
experimentais, e até o advento de analogos sintéticos comerciais da PGF2,, 0s tratamentos
superovulatoérios eram iniciados no final do diestro, normalmente pelo uso de doses Unicas
de eCG ou multiplas doses sequenciais de extrato de pituitaria suina, buscando aproveitar a
luteolise natural do ciclo das fémeas doadoras (BETTERIDGE, 2003; BO & MAPLETOFT,
2014; MAPLETOFT & BO, 2012). Com o desenvolvimento de FSH purificado de pituitaria
suina, pelo uso de analogos sintéticos comerciais da PGF2, para a manipulagdo do ciclo
estral, e com o desenvolvimento de métodos ndo-cirdrgicos de coleta de embrides, em geral
na década de 1970, novos protocolos experimentais passaram a ser utilizados e aplicados
comercialmente, alcangando-se sucesso gradual na producdo de embrides in vivo
(BETTERIDGE, 2003; BO & MAPLETOFT, 2014; MOORE & HASLER, 2017). ApGs
anos de observacdes, avancos na fisiologia e na descoberta e sintese de hormdnios de forma
exogena, os protocolos de SOV aplicados em bovinos desde o final dos anos 1970 fazia uso
da sincronizacdo do ciclo estral com PGF2, e observacdo de sinais de estro das doadoras,
para que o tratamento hormonal com FSH exdgeno fosse iniciado entre os Dias 8 e 12 do
ciclo estral, normalmente caracterizado por oito doses sequenciais decrescentes de FSH a
intervalos de 12 h, com a aplicacdo de analogo da PGF2, no final do tratamento hormonal,
seguido da observacao de estro e duas IAs, 12 e 24 h ap6s o inicio do estro, para a coleta dos
embrides nos Dias 6 a 7 do novo ciclo (BO et al., 1995a). A época, ndo se detinha o
conhecimento detalhado da dinamica folicular em bovinos, tendo-se alcancado sucesso
relativo neste tipo de protocolo por meio de “tentativa-e-erro”. Tais protocolos exigiam
comumente mais de 30 dias desde o inicio da sincronizacdo dos ciclos estrais.
Posteriormente, avancos foram alcancados a partir do conhecimento das ondas foliculares e

do processo de dinamica folicular, que inclui o recrutamento de foliculos terciarios
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gonadotrofino-dependentes de pequenos tamanho (4 a 5 mm), a selecdo da populagédo
folicular recrutada por atresia, com a permanéncia dos foliculos de maior tamanho em
crescimento, e a dominancia folicular, caracterizada pela presenca de apenas um foliculo
rico em receptores de LH que busca sinalizar o eixo hipotalamico-hipofisiario para a
secrecdo de LH e subsequente maturagdo folicular e oocitaria, luteinizagdo e ovulagdo
(GINTHER, 2016; MIHM et al., 2006; SCARAMUZZI et al., 2011; WEBB et al., 2016).
Com o avancgo nestes conhecimentos, percebeu-se que o intervalo entre 8 e 12 dias do ciclo
que outrora utilizava-se para a superovulagao estava normalmente associado ao inicio da
segunda onda folicular na fémea doadora, 0 que estava associado ao maior sucesso do
protocolo de SOV do que outras fases do ciclo estral (BO & MAPLETOFT, 2014;

MIKKOLA et al., 2020).

Com o advento dos protocolos hormonais de sincronizacao do estro e da ovulacdo
com vistas a 1A e IATF, a aplicacdo para a SOV foi rapida e natural, tornando o protocolo
completo significativamente mais curto e de facil aplicacdo. Com o0s novos protocolos para
a producéo invivo de embrides, houve um aumento de eficiéncia na aplicacdo dos protocolos
hormonais, por meio de pelo menos dois processos: (a) pelo gradual aumento de
disponibilidade comercial de horménios ou andlogos sintéticos de melhor qualidade,
efetividade biologica e/ou purificacdo (peptidicos, protéicos, esteroides e ésteres de
esteroides, eicosanoides), que em muito foram desenvolvidos pela enorme expansao
comercial da IATF no Brasil e no mundo; e (b) pela otimizacdo do cronograma de aplicacdo
de um protocolo de superovulacdo, que outrora demandava aproximadamente 35 dias desde
0 inicio da sincronizacdo dos ciclos estrais das doadoras até a coleta dos embrides, para

protocolos que demandam hoje 15 a 16 dias desde o inicio até o final (coleta de embriGes).
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Antes da aplicagdo dos protocolos modernos para a SOV de fémeas doadoras, Boland
et al. (1991) constataram que cerca de um terco das fémeas doadoras tratadas
hormonalmente ndo respondiam ao tratamento superovulatério, cerca de um tergo produzia
de 1 a 3 embribes viaveis/doadora, enquanto apenas o terco restante realmente produzia um
namero significativo de embriBes transferiveis por doadora, com a média final se situando
entre 5 e 7 embrides vidveis por doadora. Presume-se que uma proporcao destas falhas se
deve a falhas na correta inducdo de uma nova onda folicular, em adigéo a erros de dosagens
hormonais, do momento adequado de inicio e manutengdo da estimulacdo ovariana, e de
falhas no processo de inducdo da ovulagdo multipla. Mais recentemente, Hasler (2014)
confirmou que a eficiéncia dos protocolos de SOV em bovinos permaneceu relativamente
constante no mundo desde a década de 1980, permanecendo com uma média de 5 a 7
embriBes transferiveis por doadora, inobstante o protocolo de SOV utilizado, fator racial ou
localizacdo geogréfica (HASLER, 2010; MIKKOLA et al., 2020; PHILLIPS & JAHNKE,
2016). Uma das causas fundamentais de tal variacdo na resposta superovulatéria parece
residir na populagdo de foliculos responsivos a gonadotrofinas presentes nos ovarios no
inicio do tratamento superestimulatorio (IRELAND et al., 2007; SINGH et al., 2004), sendo
a variabilidade individual da resposta ovariana ao tratamento com gonadotrofinas entre as
fémeas doadoras o fator mais limitante do sucesso da SOV (HASLER, 2010; LONERGAN,
2007; MIKKOLA & TAPONEN, 2017; MIKKOLA et al., 2020). Isto evidencia a
importancia de se induzir efetivamente uma nova onda folicular, e consequentemente, iniciar
o tratamento de SOV no inicio do recrutamento desta nova onda, para que se obtenha o

méaximo de ovulages, fecundacdes e coleta de estruturas viaveis.

Sob o ponto de vista da OPU-PIV de embrifes, e considerando as caracteristicas do
Brasil, onde a grande maioria das atividades s&o realizadas com ragas zebuinas, ndo se torna

tdo relevante a sincronizagdo de uma nova onda folicular, muito menos a superestimulagéo
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exodgena com FSH, com a OPU ocorrendo em estagios aleatérios da dinamica folicular
(BERNAL et al., 2016; GONCALVES & VIANA, 2019; VIANA et al., 2018). Porém, para
bovinos de racas europeias (taurinas), e em especial na América do Norte, atualmente
associam-se protocolos de sincronizagdo de uma nova onda folicular com a superestimulagao
com FSH exdgeno visando a codominancia folicular e aspiracdo antes do pico de LH e da
ovulagdo (BARUSELLI et al., 2012; BO & MAPLETOFT, 2019; HASLER, 2014;
OLIVEIRA et al., 2016; ONGARATTO et al., 2020), com a aplicacdo do coasting folicular
para 0 aumento da competéncia oocitéria, que € um processo que tenta mimetizar a fase final
do crescimento comum dos foliculos, onde h4 um ambiente com baixos niveis de FSH e
necessita-se um aumento sérico de LH, caracteristicas necessarias para o desenvolvimento
folicular final e maturagdo oocitaria necessarias para que ocorra a ovulagdo e subsequente
fecundacdo do odcito. Portanto, o procedimento de coasting consiste em permitir que ocorra
uma queda no FSH apds a ultima aplicacdo do FSH nos protocolos de superovulagdo de 33
a 48 horas para posterior realizagdo da aspiracdo dos 00citos, por isto também é denominado
de FSH starvation (BLONDIN et al., 2002; LANDRY et al., 2016; NIVET et al., 2012).
Tais procedimentos normalmente tém resultado em maiores taxas de recuperacgao de odcitos
mais competentes, aumentando a eficiéncia e eficacia na producdo in vitro de embrides
(BARUSELLI et al., 2016; BO & MAPLETOFT, 2019; ONGARATTO et al., 2020;
VIEIRA et al., 2014), que a primeira vista levaram aqueles paises a competicao lado-a-lado
com o Brasil pela lideranca na PIV de embrides bovinos no mundo nos ultimos cinco anos
(VIANA, 2020).

Em sintese, grandes foram os avancgos na aplicacdo de distintos hormonios sobre a
funcdo reprodutiva, em especial ovariana, mimetizando processos e eventos biolégicos. O
uso eficiente de protocolos hormonais para a inducao de uma nova onda folicular permitiu a

adequacao de terapias hormonais adicionais que ndo somente sincronizam o estro, mas
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principalmente, sincronizam a ovulacdo. Este sucesso tornou a IATF operacional em grande
escala, o que tem revolucionado a disseminagdo de genética aos rebanhos em escala antes
ndo antecipada, para categorias animais (fémeas em anestro, com cria ao pé) que
anteriormente também apresentavam taxas baixas a médias de repeti¢do de cria. Se de um
lado, mesmo que o uso da IATF n&o determine a concepgéo, a terapia hormonal antecipa a
ciclicidade nestas fémeas em anestro, o que por si traz beneficios econémicos ao produtor.
Porém, ainda ha margem para o aumento da eficiéncia do processo, e 0 conhecimento da
fisiologia e das respostas dos animais frente a distintos protocolos podera permitir uma
diminuigdo de falhas desde a inducdo de uma nova onda folicular até a ovulagdo sincrona
com a |A. Tais avancos também deverdo beneficiar a producdo de embrides, seja in vivo,
pela SOV/TE, seja in vitro, pela OPU-PIV e TE, com melhor aproveitamento de fémeas

receptoras também pela TETF.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 Local, animais, manejo geral e nutricional

Foram realizados dois experimentos junto ao rebanho de bovinos de corte da Esta¢ao
Experimental Agronémica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (EEA/UFRGS),
localizada no municipio de Eldorado do Sul/RS. Para a realizacdo dos manejos e
procedimentos dos experimentos, os animais eram conduzidos calmamente ao curral de
manejo onde eram manipulados em um tronco de contencdo. As fémeas utilizadas durante
todo o periodo experimental foram mantidas sob regime alimentar extensivo em piquetes de
campo nativo, com suplementacdo mineral e agua ad libitum.
4.2 Selecéo das fémeas dos experimentos

Sete dias antes do inicio de cada experimento, um total de 80 fémeas nuliparas
(novilhas) e multiparas (vacas) da raca Brangus (Bos taurus taurus vs. Bos taurus indicus)
foi selecionado para utilizacdo nos Experimentos 1 (nuliparas, n = 48) e 2 (multiparas, n =
32), executados em intervalos de tempo distintos. As fémeas de cada categoria animal, em
cada experimento, foram individualmente identificadas quanto a pelagem (vermelha ou
preta), e pela tatuagem auricular e brincos numerados em ambas as orelhas. Selecionaram-
se fémeas puberes e ciclicas com escore de condicéo corporal (ECC) entre 2,5 e 3,5 (em
escala de 1 a 5), frame de 3,5 a 6,0 (escala de 1 a 10). Tanto o ECC quanto o frame dos
animais foram realizados por inspecdo visual pelo mesmo técnico em todas as avaliacdes do
experimento. O ECC das fémeas foi reavaliado no inicio e no final dos experimentos,
incluindo as etapas de sele¢do dos animais, ndo havendo diferenca estatistica entre os ECCs
das fémeas de ambos o0s experimentos, tampouco dos ECCs do inicio do experimento em
relacdo ao final. As fémeas foram avaliadas individualmente, em troncos de contengéo, por
meio de exame ginecoldgico por palpacéo retal e ultrassonografia em tempo real de Modo

B (Mindray, DP 2200 Vet, Schenzen, China), com transdutor linear de frequéncia de 7,5
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MHz. Ao exame ginecoldgico, baseado em Grunert & Berchtold (1988) e Rosenberger
(1993), consideramos semiologicamente (a) o tamanho ovariano, a presenca, 0 nimero, 0
tamanho, e as caracteristicas das estruturas ovarianas (foliculos, corpos Iuteos), e a
funcionalidade ovariana (eventos da dinamica folicular e ovulagdo), e (b) o tamanho e a
forma do Utero e da cérvix, a espessura € a simetria dos cornos uterinos, o ténus
(contratilidade) uterino e a evidéncia e caracteristicas de contetido intrauterino por avalia¢éo
ultrassonografica. Também foram avaliadas por inspe¢édo a vulva e o vestibulo. As fémeas
foram consideradas ciclicas quando apresentavam ovérios de tamanho fisioldgico e
funcionais, com uma populacdo folicular significativa e dindmica folicular evidente,
contendo um FD e/ou CL presente no momento da avaliagdo, e tdnus uterino pelo menos
médio (de flacido a contraido).

Em cada experimento, fémeas higidas nuliparas e multiparas da raca Brangus, ndo-
prenhes, ndo-lactantes, e ciclicas foram distribuidas de forma homogénea em (1) grupo
Controle ou Benzoato de Estradiol (BE), e (2) Grupo Tratamento ou Ovum Pick Up (OPU),
conforme abaixo. No Experimento 1, foram selecionadas 34 nuliparas de dois a trés anos de
idade (2,1 £ 0,1 anos) de um total de 48 fémeas, das quais metade foi designada ao grupo
BE (n=17) e a outra metade ao grupo OPU (n=17). No Experimento 2, foram selecionadas
22 fémeas multiparas predominantemente entre quatro e cinco anos de idade (4,1 £+ 0,2 anos)
de um total de 32 fémeas. As fémeas selecionadas neste experimento foram
homogeneamente alocadas aos grupos BE (n=11) e OPU (n=11). Apds a selecéo, o escore
de frame médio das fémeas nuliparas (Experimento 1) foi de 4,3 + 0,1, variando de 3,5a 5,0,
e nas multiparas (Experimento 2) foi de 4,5 £ 0,2, variando de 3,5 a 6,0. Os ECCs das fémeas
no inicio e no final dos experimentos foram de 2,76 £ 0,04 e 2,72 £+ 0,03 no Experimento 1,
e de 2,64 + 0,05 e 2,61 + 0,05 no Experimento 2, respectivamente, sendo homogéneos e

semelhantes. A diferenca de ECC entre o final e o inicio do experimento foi de —0,04 £ 0,03
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para as fémeas nuliparas (Experimento 1) e de —0,02 + 0,04 para as fémeas multiparas
(Experimento 2), sendo semelhantes entre grupos em cada experimento, 0 que corrobora
com a homogeneidade da distribuicdo das fémeas por grupo experimental.
4.3 Manipulagédo do ciclo estral bovino para a sincronizagao do estro e da ovulagéo:
experimentos e grupos experimentais

No inicio do protocolo hormonal de sincronizacdo do estro e da ovulacdo, a
sincronizacdo da onda folicular ovariana foi realizada nas nuliparas (Experimento 1) e
multiparas (Experimento 2) por dois procedimentos distintos, sendo um hormonal (Grupo
Controle ou BE) e outro fisico (Grupo Experimental ou OPU). Os manejos e procedimentos

realizados nos grupos BE e OPU dos Experimentos 1 e 2 sdo apresentados na Figura 3.
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Figura 3. Metodologias hormonal (Grupo BE) e fisica (Grupo OPU) utilizadas para a sincronizacdo de uma
nova onda folicular nos grupos controle (BE) e tratamento (OPU) em fémeas bovinas nuliparas
(Experimento 1) e multiparas (Experimento 2) da raca Brangus (Bos taurus taurus vs. Bos taurus
indicus). No DO, aplicaram-se 2 mg de BE no Grupo BE, enquanto realizou-se a ablacdo por
aspiracdo folicular guiada por ultrassonografia transvaginal de todas as estruturas >5 mm no Grupo
OPU, com a insercao de um inserto intravaginal bovino de 1 g de progesterona em ambos 0s grupos.
Do DO ao D8 no Grupo BE, e do DO ao D6 no Grupo OPU, realizou-se a avaliacdo da funcéo
ovariana por ultrassonografia transretal a cada 24 h. No D8 no Grupo BE e no D6 no Grupo OPU,
removeu-se 0 inserto de P4, administrando-se também um horménio luteolitico (0,15 mg D-
cloprostenol) e um hormdnio indutor de ovulagdo (0,6 mg de Cipionato de Estradiol). Ap6s o D8
(Grupo BE) ou D6 (Grupo OPU), realizou-se a observagdo de sinais de estro a cada 4-8 h, e a
avaliacdo da funcéo ovariana e da ovulacdo por ultrassonografia a cada 12 h por 96 h (4 dias), pelo
desaparecimento do foliculo pré-ovulatério (FPO).
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4.3.1 Método hormonal (Grupo BE)

Foi aplicada uma dose por via im de 2 mg de benzoato de estradiol (BE; Gonadiol®,
Zoetis, Sdo Paulo, SP, Brasil), um estér de estradiol comumente utilizado em protocolos
comerciais de IATF para induzir a regressdo dos foliculos existentes nos ovarios e/ou a
ovulacao/luteinizagdo de foliculos dominantes. Em seguida, foi inserido asepticamente um
inserto intravaginal de 1 g de progesterona (P4; Sincrogest®, Ourofino, Cravinhos, SP,
Brasil). O dia da administracéo de BE e da insercédo do dispositivo de P4 no grupo Controle
(BE) foi considerado o Dia 0 (DO0).

4.3.2 Meétodo fisico (Grupo OPU)

A inducédo da nova onda folicular foi realizada pela ablagdo folicular utilizando a
técnica da OPU para a aspiracao de foliculos >5 mm por ultrassonografia transvaginal com
transdutor convexo de 7,5 MHz (Mindray, DP 2200 Vet, Schenzen, China) em uma guia
transvaginal (WTA, Cravinhos, SP, Brasil) e sistema de aspiragdo com agulha 18 G
descartavel (WTA, Cravinhos, SP, Brasil) conectado a um tubo de centrifuga de 50 mL
estéril, acoplado a uma bomba de vacuo de fluxo continuo (BV-003D, WTA, Cravinhos, SP,
Brasil). Previamente ao procedimento, e com o animal em tronco de contengéo, realizava-se
0 esvaziamento da ampola retal do animal, seguido da lavagem do perineo e genitalia externa
com agua e sabdo neutro. Realizava-se a tricotomia da regido do espaco epidural sacro-
coccigeo (S5-Col) e a antissepsia da regido para a insercdo de agulha hipodérmica 18 G no
canal epidural, para posterior aplicacdo de 4 mL de cloridrato de lidocaina a 2% sem
vasoconstritor, em epidural baixa (ISMAIL, 2016). Fixou-se a cauda lateralmente ao animal
para manter a higiene do perineo e facilitar a realizacdo do procedimento. A guia era
posicionada no fundo de saco vaginal, e, por via transretal, 0s ovarios eram posicionados
individualmente contra o transdutor convexo, permitindo a visualizacdo dos foliculos a

serem aspirados. Apos inserir a agulha em cada foliculo >5 mm, acionava-se a bomba de



61

vacuo ajustado para um fluxo de aspiragdo de 12 a 15 mL/min (ALLER et al., 2010). O
material descartavel era substituido a cada fémea manipulada. Ap6s a OPU, um dispositivo
intravaginal de 1 g de P4 (Sincrogest®, Ourofino, Cravinhos, SP, Brasil) foi inserido em cada
fémea, com o dia da ablacéo folicular do grupo experimental (OPU) sendo considerado o
Dia 0 (DO0).

Nos Dias 8 (D8) e 6 (D6) ap6s o inicio do protocolo (D0) nos grupos BE e OPU,
respectivamente, removeu-se 0 inserto intravaginal de P4 e administrou-se uma dose via im
de um agente luteolitico analogo sintético da PGF,, (0,15 mg de D-cloprostenol; Prolise,
ARSA S.R.L., Buenos Aires, Argentina) e uma dose via im de um hormonio indutor de
ovulagdo (0,6 mg de cipionato de estradiol; E.C.P.®, Zoetis, Sdo Paulo, SP, Brasil). A
diferenca de dois dias na remocdo da fonte externa de P4 entre os grupos BE e OPU é
justificada, devido a diferenca entre o intervalo da aplicacdo dos métodos e a emergéncia de
uma nova onda (BERGFELT et al., 1994; BO et al., 1995b ; MAPLETOFT et al., 2018),
para que fosse proporcionado um periodo de 4 dias de crescimento desta nova onda, sob a
acao da P4 oriunda do inserto.

4.4 Mapeamento ovariano e acompanhamento da dinamica folicular por meio de
ultrassonografia em tempo real

O mapeamento das estruturas dos ovarios foi realizado a cada 24 h em todas as
fémeas até o D6 ou D8 nos Grupos OPU e BE, respectivamente (Figura 4), por meio de
avaliacdo ultrassonografica em tempo real (Mindray, DP 2200 Vet, Schenzen, China)
utilizando-se um transdutor transretal linear com frequéncia de 7,5 MHz em escaneamento
no Modo B. Na primeira avalia¢do do grupo experimental (OPU), devido ao procedimento
de aspiracao, foi utilizado o transdutor convexo de 7,5 MHz acoplado a guia transvaginal de
aspiracdo para o mapeamento. A frequéncia de avaliagfes aumentou para 12 h de intervalo,

a partir dos Dias 7 e 9 nos Grupos OPU e BE, respectivamente (Figura 4), com o objetivo



62

de melhor acompanhar o crescimento do FD e identificar o0 momento mais proximo da
ovulacéo do foliculo pré-ovulatorio (FPO), em intervalos de 12 h, considerando-se a Ultima
identificacdo do FPO como o inicio do intervalo da ovulacdo, até a constatacdo da auséncia
do FPO no ovério na avaliacdo subsequente, com posterior confirmacdo de um CL maduro

compativel com o inicio do diestro sete dias apos.
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Figura 4. Monitoramento ultrassonogréafico diario para 0 mapeamento e identificacdo de todas as estruturas
>5 mm dos ovarios nos grupos controle (BE) e tratamento (OPU) em fémeas bovinas nuliparas
(Experimento 1) e multiparas (Experimento 2) da raga Brangus (Bos taurus taurus vs. Bos taurus
indicus). A partir do sétimo dia de avaliacdo, o intervalo entre avalia¢des diminuiu para 12 h, com
0 intuito de identificar o momento da ovulagéo do FPO. FPO: foliculo pré-ovulatorio; US: avaliagdo
ultrassonografica transretal dos ovérios.
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As avaliacdes ultrassonogréficas ocorreram por 10 e 12 dias consecutivos nos grupos
OPU e BE, respectivamente, em ambos os experimentos. Como observagao auxiliar e como
constatacdo fisioldgica, registravam-se a data e o horario do inicio dos sinais de estro,
quando identificado. Realizava-se uma transposicao das imagens das estruturas >5 mm para
fichas individuais de cada fémea, as quais foram topograficamente desenhadas nos locais
homénimos em cada ovario. As estruturas <5 mm de didmetro foram contabilizadas
quantitativamente em cada dia de avaliacdo. Foi mantido um padrdo de acompanhamento
individual de cada estrutura, pela setorizacéo por quadrantes dos ovarios, e a cada avaliacdo
procuravam-se as estruturas identificadas na avaliagdo anterior, de acordo com a
metodologia descrita por Pierson & Ginther (1984).
4.5 Organizagdo, andlise e interpretacdo dos dados

Os dados gerados a partir das observagdes ultrassonograficas diarias dos ovarios
permitiram a avaliacdo do sucesso da indugdo de nova onda folicular em cada fémea,
considerando o estado inicial da dindmica folicular ao inicio do tratamento. Considerou-se a
dindmica da nova onda folicular ovariana, apontando, aproximadamente, todos 0s momentos
(horas) dos seguintes eventos foliculares fisioldgicos a partir do inicio dos protocolos
hormonal ou fisico: (i) recrutamento/emergéncia, (ii) selecéo, (iii) inicio do desvio folicular
(quando o futuro FD atingisse o tamanho de 85 mm), (iv) desvio aparente (primeira
avaliacdo que constatou-se a diminuig&o do didmetro do FS, havendo uma divergéncia entre
os diametros foliculares), (v) dominancia, e (vi) ovulacdo do FPO, (vii) além das
observacdes das atresias foliculares. Devido ao rastreamento individual da maioria dos
foliculos de cada onda folicular, foi possivel identificar os tamanhos diarios (didametro
folicular, em mm), e associar estes tamanhos aos eventos observados, além da categorizagédo
de todos os foliculos identificados em cada avaliagdo em uma escala fisiologica, com a

segregacdo de grupos de foliculos em intervalos de <5,0 mm, 5,0 a 8,5 mm, 8,5 a 10,0 mm
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e >10,0 mm, baseado em caracteristicas neuroenddcrinas e morfofisioldgicas foliculares
descritas por Lucy et al. (1992), Gibbons et al. (1997) e Ginther (2016), e levando-se em
conta os tamanhos de 8,5 mm como caracteristicos do inicio do desvio folicular a dominancia
(GINTHER et al., 1996; GINTHER, 2016), e de >10,0 mm como FD ja potencialmente
responsivos ao LH (GIMENES et al., 2008; HUNTER et al., 2004; SARTORI et al., 2001).

Com os tamanhos diarios, do inicio ao final da onda, p6de-se estimar uma taxa de
crescimento diario para os FD identificados. Estes dados de tempo e tamanho possibilitaram
a analise e a descri¢do da emergéncia e da dindmica de crescimento da nova onda folicular,
com vista a definir a janela biologica de maior probabilidade de recrutamento da nova onda
a partir do protocolo hormonal ou fisico. ObservacGes adicionais foram realizadas, como a
identificacdo do inicio dos sinais de estro, e posterior compara¢do com os intervalos de
tempo entre os eventos fisioldgicos do estro e da ovulacdo. O acompanhamento diario
possibilitou a constatacdo da ocorréncia de atresia do FD, que acarretou na falha de ovulagao,
ou um processo de retomada no crescimento diario do FD apds a remocéo do inserto de P4,
que caracterizou um fendmeno que definimos como estéatica folicular. Este fenémeno foi
caracterizado por um FD com crescimento continuo, que entrou em estagnacdo no periodo
que antecedeu a remocdo da P4, para retomar o crescimento ap0s a remoc¢do da P4. Em
adicdo, observaram-se os tempos da ovulacdo do FPO, que neste estudo foi considerada a
ndo mais visualizagdo do FPO em dois exames consecutivos a intervalo de 12 h,
caracterizando a ultima avaliacdo com sua identificagdo como o inicio do intervalo da
ovulagédo, com a confirmacgédo de um CL sete dias ap0s a data registrada como inducéo que
resultou em ovulacao.

As observacdes da fungédo ovariana foram divididas em trés intervalos de tempo, sob
a percepcdo fisioldgica da resposta aos protocolos de inducdo de nova onda folicular, com

as observacdes dos intervalos de eventos sendo: (1) da inducdo da onda ao recrutamento
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folicular; (2) do recrutamento folicular a remocéo da P4; e (3) da remocdo da P4 & ovulagédo
(P4-0). Neste ultimo intervalo, também foram definidos os intervalos entre a remogao da P4
e o inicio do estro (P4-E), e entre o inicio do estro e a ovulacdo (E-O). Os resultados de
ambos os experimentos sdo apresentados em conjunto, porém devido a diferenca cronoldgica
de realizacdo dos experimentos, ndo houve comparacdo estatististica entre dados do
Experimento 1, identificado por fémeas nuliparas, e do Experimento 2, como fémeas
multiparas.

4.6 Analise estatistica

Para a andlise estatistica, foram considerados apenas os dados quantitativos dos
animais que ovularam o FPO da nova onda folicular induzida nos grupos BE e OPU nos
Experimentos 1 e 2, sendo que falhas na inducao da nova onda, atresia da nova onda folicular
e a ndo ovulacdo do FD/FPO foram descritos como dados qualitativos. Devido a diferenca
de dias entre os eventos avaliados, para a comparac¢do na analise estatistica, os dados foram
pareados no dia da remoc¢éo do inserto de P4 (remocéo da P4 = Dia 0), uma vez que este
momento foi um evento fixo em todas as fémeas, de ambos 0s grupos e experimentos. Para
as analises da distribuicdo dos tamanhos de foliculos nos diferentes dias avaliados, que
caracteriza a dinamica folicular da onda, o pareamento foi realizado no dia do
recrutamento/emergéncia da nova onda (emergéncia = Dia 0).

Os dados qualitativos obtidos relativos ao sucesso na inducgao da nova onda folicular,
distribuicdes e variacdo do ECC, proporcéo de ciclicidade, luteolise, proporgéo de sinais de
estro e ovulacdo, proporcdo das faixas de tamanho dos foliculos no mesmo dia entre os
grupos e proporcdo das diferentes faixas de foliculos no mesmo dia foram analisados pelo
teste do qui-quadrado (y2) ou pelo Teste Exato de Fisher, para P<0,05. Os dados
quantitativos relativos ao tempo dos eventos observados, ao diametro folicular, a taxa de

crescimento folicular diario e & média do nimero de foliculos de cada faixa de tamanho nos
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diferentes dias foram avaliados pelo teste de normalidade de Anderson Darling, para serem
entdo avaliados por analise de variancia (ANOVA\) e por fatorial pelo General Linear Model
do Minitab (Minitab, EUA), considerando como fatores com efeitos fixos o dia da avaliagdo
e 0s grupos experimentais (BE, OPU), com comparacdes pareadas pelo Teste de Tukey, para
P<0,05. Também foram incluidos nas analises os fatores relativos & presenca de CL na
remocao da P4 (sim, ndo), ao padrdo de crescimento do FD (crescimento/estatica folicular)
e a manifestacdo de estro (sim, ndo), sendo considerados na andlise principal, se
significativos. Os dados também foram comparados pelo teste de correlacdo simples de
Pearson, para P<0,05. Por haver uma heterogeineidade quanto ao status da dindmica

folicular no inicio do experimento, este fator ndo foi incluido na anélise quantitativa.
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5. RESULTADOS
5.1 Observac0es gerais da funcéo ovariana nas fémeas

Cada experimento compreendeu exames ultrassonogréaficos diarios, sendo 10 dias e
14 exames ultrassonograficos para o Grupo OPU e 12 dias e 16 exames para o Grupo BE.
Um total de 21.992 foliculos antrais foi visualizado cumulativamente nos dias de avaliacdo
nas 34 fémeas nuliparas (Experimento 1), em uma média de 43,1 * 3,6
foliculos/fémea/avaliacgdo, e 11.762 foliculos antrais nas 22 fémeas multiparas (Experimento
2), em uma média de 35,6 + 2,8 foliculos/fémea/avaliagdo. Do total de foliculos, 94,6%
(20.728/21.992) e 92,4% (10.867/11.762) foram foliculos <5 mm de didmetro nas nuliparas
e nas multiparas, respectivamente. No Experimento 1, foi registrado um total de 12.982
foliculos antrais no grupo BE (n=17), em uma media de 47,7 £ 3,3 foliculos/fémea/avaliacéo
e proporcao de 94,8% (12.304/12.982) foliculos <5 mm. No grupo OPU (n=17) foram
observados 9.010 foliculos antrais, em uma média de 37,9 + 3,5 foliculos/fémea/avaliacdo e
proporcédo de 93,5% (8.424/9.010) foliculos <5 mm, sendo significativamente diferente entre
grupos em numeros e proporcdo (P<0,05). J& no Experimento 2, o nimero total de foliculos
antrais foi de 6.606 no grupo BE (n=11), em uma média de 375 + 35
foliculos/fémea/avaliacdo e proporcao de 93,9% (6.205/6.606) foliculos <5 mm, e de 5.156
no grupo OPU (n=11), em uma média de 33,5 + 4,5 foliculos/fémea/avaliacdo e propor¢édo
de 90,5% (4.662/5.156) foliculos <5 mm, sendo semelhantes entre grupos quanto aos
numeros medios, mas diferentes quanto a proporcao de foliculos <5 mm (P<0,05).

No Experimento 1 (Nuliparas) foram visualizados 80 foliculos >5 mm que foram
induzidos a regresséo por via hormonal (Grupo BE), de 17 fémeas, em uma média de 4,7 £
0,1 foliculos/fémea, variando de um a 10 foliculos/nulipara. No grupo da OPU, foram
aspirados 56 foliculos >5 mm nas 17 fémeas, em uma média de 3,3 + 0,1 foliculos/fémea,

variando de um a sete foliculos/nulipara. Houve diferenca estatistica em relagdo ao sucesso
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da inducdo de uma nova onda folicular, que foi de 71% (12/17) e 100% (17/17) para oS
grupos BE e OPU, respectivamente. No Experimento 2 (Multiparas) foram visualizados 46
foliculos >5 mm induzidos a regressao hormonal (Grupo BE) em 11 fémeas, em uma média
de 5,8 £ 1,4 foliculos/fémea, variando de um a 12 foliculos/fémea. No grupo OPU (n = 11),
foram aspirados 38 foliculos >5 mm, em uma média de 4,8 + 1,3 foliculos/fémea, variando
de 0 a 11 foliculos/fémea. Todas as fémeas multiparas (Experimento 2) em ambos 0s grupos
iniciaram uma nova onda folicular apés a indugdo no DO.

N&o houve diferencas entre grupos experimentais quanto a taxa de manifestacdo de
estro e de ovulacdo, e na distribuicdo do momento da ovulacdo apds a remogdo da P4 e
inducdo da ovulacdo, tanto nas fémeas nuliparas (Experimento 1), quanto nas multiparas
(Experimento 2), conforme apresentado na Tabela 1. Em ambos os experimentos, as
primeiras ovulagdes ocorreram no intervalo entre 48 e 60 h ap6s a inducdo da ovulagdo. A
maioria das nuliparas do grupo BE ovularam no periodo de até 72 h da indugdo da ovulagéo
(9/10, 90%), enquanto cerca de dois ter¢os ovularam no grupo OPU das nuliparas (7/11,
63,5%) e no grupo BE nas fémeas multiparas (6/9, 66,7%), com menos da metade ovulando
neste periodo no grupo OPU das fémeas multiparas (4/9, 44,5%). Uma fémea multipara do

grupo BE apresentou codominancia esponténea e dupla ovulagéo.

Tabela 1. Proporcdo de fémeas nuliparas (novilhas, Experimento 1) e multiparas (vacas, Experimento 2)
bovinas da raca Brangus (Bos taurus taurus vs. Bos taurus indicus) com manifestagdo de estro e
com ovulagdo por grupo experimental (BE, OPU) e por experimento, com intervalos de ovulagéo
desde a remocdo da progesterona e a inducdo da ovulacdo

Categoria Intervalo da remocéo da P4 a ovulagio*
] Grupo Estro*
animal : n Total 48-60h  60-72h 72-84h
] experimental
(Experimento) n % n % n % n % n %
Nuliparas BE 17 13 765 10 588 4 400 5 500 1 10,0
1) OPU 17 11 647 11 647 5 455 2 182 4 364
Multiparas BE 1 8 727 9 818 0 00 6 667 3 333
(2) OPU 1 7 636 9 818 1 111 3 333 5 555

*Sem diferengas estatisticas entre grupos, em cada experimento (P>0,05).
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5.2 Observaces das fémeas responsivas a indugdo da ovulagdo

As respostas médias de desenvolvimento folicular em funcdo do tempo (h) e do
tamanho folicular (mm) nos diferentes eventos fisioldgicos da dinamica folicular nas
nuliparas (Experimento 1) e multiparas (Experimento 2), para as fémeas que ovularam a
nova onda induzida hormonalmente no grupo BE ou fisicamente no grupo OPU (Tabela 1),
séo apresentadas na Tabela 2 e nas Figuras 3 e 4.

Houve uma distribuicdo heterogénea das fémeas nas diversas fases da dinamica
folicular por grupo, por experimento. Desta forma, ndo foi possivel determinar o efeito da
fase da dinamica folicular no inicio dos experimentos sobre os resultados de inducdo da onda
folicular, de crescimento e desenvolvimento folicular e de ovulagdo nas fémeas de ambas as
categorias animais, em cada grupo experimental.

5.2.1 Periodo do inicio do protocolo ao recrutamento/emergéncia da nova onda folicular
No grupo BE do Experimento 1 (fémeas nuliparas), verificou-se que 30% (3/10)
das fémeas estavam em fase de selecdo, com 70% (7/10) apresentando um foliculo em
dominancia apds a primeira avaliacdo ultrassonogréafica (DO0) e previamente a administracdo
de BE. As avaliagBes subsequentes até o recrutamento demonstraram a ocorréncia de uma
regressdo folicular e emergéncia de uma nova onda, entre 3 e 5 dias (Figura 5), em 90%
(9/10) das fémeas induzidas. Em uma fémea (10%) houve a regressao do FD da onda anterior
préximo ao 6° dia apos a aplicacdo do BE, e a emergéncia da nova onda ocorrendo entre o
7° e 8° dia, proximo a remocao da P4. Uma fémea apresentou um cisto folicular, que variou
de 22,6 a 37,5 mm de diametro, que se tornou presente desde as primeiras avaliagdes
ultrassonograficas até a conferéncia da presenca do CL funcional sete dias apés a ovulagéo,
0 que confirmou a nédo interferéncia no desenvolvimento da nova onda, uma vez que 0

FD/FPO ovulou ao final das avaliages.
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Tabela 2. Desenvolvimento folicular em fémeas nuliparas (Experimento 1) e multiparas (Experimento 2) bovinas da raga Brangus (Bos taurus taurus vs. Bos taurus indicus)
com nova onda folicular induzida hormonalmente (Grupo BE) ou fisicamente (Grupo OPU), em funcéo do tempo (h) e do tamanho folicular (mm) nos diferentes
eventos fisiologicos da dindmica folicular (somente fémeas que ovularam a partir da nova onda induzida)

Nuliparas (Experimento 1)

Multiparas (Experimento 1)
Evento fisioldgico

Tempo (h) Tamanho (mm) Tempo (h) Tamanho (mm)
(Evento)
BE OPU BE OPU BE OPU BE OPU
Inducdo Regressdo  -189,8+0,4* -1448+0,3° - - -192,2+0,4* -1459+0,3° - -
Recrutamento (a) -99,6 £ 9,32 -96,2 + 6,42 5,0 5,0 -98,1+7,8* -108,7 +5,8° 5,0 5,0
Inicio do desvio (b)  -39,8 + 13,52 -45,2 £ 9,42 8,5 8,5 -23,6+9,32 -358+6,92 8,5 8,5
Remocao P4 (c) 0 08 11,0+ 1,0° 11,9+0,78 0 0 93+0,77  11,3+0,5°
Desvio aparente (d) 59+128° 18,9 +£8,92 10,9+0,72 13,2+0,5° 23,6 +6,6° 15,0 £4,92 11,1 +0,72 11,8 £0,52
Dominancia (e) 23,0 £9,08* 38,7 £6,3** 124 +1,02 141 £ 0,72 39,0+7,18 39,3 +5,3° 11,3+0,82 12,4 +0,62
Estro (f) 35,9 + 3,28 44 4 + 3,6%* 13,0+0,72 14,8 +£1,62 42,0+41# 447 + 478 12,1 +£0,52 13,2 +0,52
Ovulagio (g) 67,3+3,80  69,2+28  123+10%  142+07*  746+24  750+18  137+10° 139%0,7°

ab: Nimeros seguidos de letras desiguais na linha, para cada mensuracio (tempo ou tamanho), entre grupos do mesmo experimento, diferem estatisticamente, para P<0,05.
*Indica tendéncia para diferenca estatistica (P<0,1) para valores entre grupos no mesmo experimento.

Tempo relativo a0 momento da remogédo do inserto intravaginal de progesterona (evento c), considerado t = 0 h, com os tempos dos eventos fisioldgicos anteriores
apresentando valores retrospectivamente negativos, e 0s posteriores, cronologicamente positivos
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Dominéncia; (f) Estro; e (g) Ovulagdo. *Indica diferenca significativa entre os grupos para os valores de tempo (h) entre os eventos observados (P<0,05).
*Indica tendéncia de diferenga estatistica entre os grupos para os valores de tempo (h) entre os eventos observados (P<0,1). fIndica diferenga estatistica entre

0s grupos para os valores de tamanho (mm) do FD nos eventos observados (P<0,05). fIndica diferenga estatistica entre 0s grupos para os valores de tamanho
(mm) do FD nos eventos observados (P<0,1).
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Figura 6. Tempos (h) e tamanho (mm) do foliculo dominante (FD) nos diferentes eventos fisiolégicos da dindmica folicular ap6s a indugdo da nova onda folicular por
via hormonal (Grupo BE) e fisica (Grupo OPU) em fémeas multiparas (Experimento 2) bovinas da raga Brangus (Bos taurus taurus vs. Bos taurus indicus),
somente para fémeas que ovularam a partir da nova onda induzida. (a) Recrutamento; (b) Inicio do desvio; (c) Remoc¢do da P4; (d) Desvio aparente; (€)
Dominancia; (f) Estro; e (g) Ovulagdo. *Indica diferenca significativa entre os grupos para os valores de tempo (h) entre os eventos observados (P<0,05).
*Indica tendéncia de diferenga estatistica entre os grupos para os valores de tempo (h) entre os eventos observados (P<0,1). fIndica diferenca estatistica entre
0s grupos para os valores de tamanho (mm) do FD nos eventos observados (P<0,05). fIndica diferenca estatistica entre os grupos para os valores de tamanho
(mm) do FD nos eventos observados (P<0,1).
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No grupo OPU do Experimento 1 (fémeas nuliparas), todas as fémeas (11/11) se
apresentavam em fase de dominancia no inicio do experimento. Curiosamente, 0
procedimento de inducdo fisica pela OPU ocasionou a presenca de estruturas semelhantes a
corpos hemorrdgicos nos ovarios de todas as fémeas mediante as observacgdes
ultrassonograficas diarias subsequentes, o que pareceu ndo interferir na emergéncia da nova
onda nos animais. O desaparecimento destas estruturas antecedeu e ocorreu muito proximo
ao recrutamento da nova onda. Este periodo foi marcado pela observagdo da presenca destas
estruturas hemorragicas e a da emergéncia da nova onda com uma caracteristica de flutuagdo
da populacgdo dos foliculos <5 mm similar a observada no grupo BE (Tabela 3). No Grupo
BE do Experimento 2 (Fémeas Multiparas), a dindmica folicular inicial na primeira avaliagdo
ultrassonografica mostrou que 22% (2/9) das fémeas estavam em fase de selecédo e 78% (7/9)
em dominancia folicular. Apds a inducdo da regressdao hormonal com BE, observou-se a
permanéncia de um ou mais foliculos oriundos da onda em atresia durante as avaliacdes
subsequentes diarias. Em 33% (3/9) das fémeas, o foliculo em regressdo permaneceu apds a
emergéncia da nova onda, porém ndo pareceu interferir no crescimento da nova onda. O
periodo da inducdo hormonal com BE e o recrutamento foi marcado pela regressdo dos
foliculos presentes no dia zero, principalmente nos dois primeiros dias apds a aplicagcdo do
BE e a insercdo da P4 exdgena, e da flutuacdo quantitativa da populacdo dos foliculos <5
mm na proximidade da emergéncia da nova onda (Tabela 4). JA& no grupo OPU do
Experimento 2 (Fémeas Multiparas), 22% (2/9) das fémeas estavam em fase de
recrutamento, 22% (2/9) em fase de selecéo e 66% (5/9) em fase de dominancia folicular no
inicio do experimento. Semelhante ao observado no Experimento 1, mas em menor
frequéncia, o procedimento de inducdo fisica da onda folicular pela OPU ocasionou na
presenca de estruturas semelhantes a corpos hemorragicos em 55% (5/9) das fémeas, sem

uma aparente interferéncia na emergéncia da nova onda. O desaparecimento destas
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estruturas também precedeu e ocorreu muito proximo ao recrutamento da nova onda. Em
uma fémea (11%), houve a permanéncia ou retorno de um FD aspirado (foliculo residual),
permanecendo em formato irregular até além do inicio do recrutamento, mas que
aparentemente ndo interferiu no desenvolvimento da nova onda folicular. Outra
particularidade foi a observacdo do recrutamento/emergéncia da nova onda em um periodo
mais curto, de aproximadamente 24 h ap0s a aspiracdao, em uma fémea sem foliculos >5 mm
a serem aspirados, e em outra com apenas um foliculo de 6,4 mm. Para todas as fémeas deste
grupo, este periodo foi marcado pela observacgdo da presenca de estruturas hemorragicas nos
ovarios e pela emergéncia da nova onda, com a mesma caracteristica de flutuacdo da
populacdo dos foliculos <5 mm observada no grupo BE (Tabela 4).

O periodo da indugdo hormonal no grupo BE até o recrutamento foi em média de
90,2 + 7,6 h (3,8 £ 0,3 dias) nas nuliparas (Figura 5), variando de 70,3 a 143,0 h (2,9 a 6,0
dias), e de 93,3 + 5,2 h (3,9 £ 0,2 dias) nas multiparas (Figura 6), variando de 72,0 a 120,0
h (3,0 a 5,0 dias). Ja o periodo entre a OPU e o recrutamento foi de 48,6 + 25h (2,0+ 0,1
dias) nas nuliparas (Figura 5), variando de 34,6 a 60,0 h (1,4 a 2,5 dias), e de 35,7 + 3,6 h
(1,5 + 0,2 dias) nas multiparas (Figura 6), variando de 23,5 a 59,0 h. (1,0 a 2,5 dias).

Houve diferenca significativa (P<0,05) entre os tempos de inducdo hormonal de
regresséo folicular/OPU e a remocdao da P4 e inducéo de ovulagao entre os grupos em ambos
os experimentos (Tabela 2), ocorrendo uma diferenca média de 45,0 h (1,9 dias) e de 46,3 h
(1,9 dias) entre os grupos experimentais para a inducao de inicio da nova onda folicular nos
Experimentos 1 e 2, respectivamente (Figuras 5 e 6).

A gquantificacdo da populacédo folicular ovariana na fémeas nuliparas (Experimento
1) e multiparas (Experimento 2) pode ser visualizada nas Tabelas 3 e 4, onde se observa a
distribuicdo das médias das contagens dos foliculos nas quatro diferentes faixas de tamanho

das estruturas ovarianas, na escala fisioldgica. As contagens diarias dos foliculos foram
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pareadas entre os grupos no dia do recrutamento da nova onda, para que houvesse
coincidéncia fisioldgica entre os dias e assim fossem comparados estatisticamente os valores
médios. As observagOes da regressdo até a emergéncia da nova onda, para ambos 0s grupos,
em ambos 0s experimentos, sdo representadas nos Dias de -2 a 0. Fica evidente a transi¢éo
da reducéo gradual do numero de foliculos >5 mm até o recrutamento da nova onda (Dia 0),
onde ha aumento de forma gradual no nimero de foliculos <5,0 mm e de 5,0 a 8,5 mm da
nova onda, em ambos 0s grupos, em ambos 0s experimentos.

A distribuicdo diaria da populagéo folicular total ativa durante a onda induzida ap6s
o inicio dos protocolos (foliculos >5 mm), para cada grupo experimental e para cada
categoria animal (Experimentos 1 e 2), durante as observagdes diarias, com a contagem e
mensuragdo das estruturas foliculares, s&o apresentadas na Figura 7. Percebe-se uma
aparente maior varia¢do na distribuicdo da populacdo de foliculos recrutados no Grupo BE
em comparacdo ao Grupo OPU, em ambas as categorias animais, em especial nas novilhas.
5.2.2 Periodo do recrutamento/emergéncia folicular a remoc¢éo do inserto intravaginal de

progesterona e lutedlise

Os tempos médios do recrutamento a remocdo do inserto de P4/aplicacdo de agente
luteolitico, e da divergéncia a remocdo da P4 foram semelhantes entre 0s grupos
experimentais, conforme a Tabela 2. Os tempos medios do recrutamento ao inicio do desvio
do FD da nova onda foram de 58,8 + 6,6 h (2,5 £ 0,3 dias) nas nuliparas (Figura5) e 71,1 +
8,6 (3,0 £ 0,4 dias) nas multiparas (Figura 6) nos Grupos BE, e de 50,2 + 4,7 h (2,0 £ 0,2
dias) nas nuliparas (Figura 5) e 66,2 + 8,8 h (2,8 £ 0,4 dias) nas multiparas (Figura 6) nos
Grupos OPU, sendo semelhantes entre os grupos BE e OPU para cada categoria animal. Nao
houve diferenca significativa entre grupos experimentais quanto ao tamanho dos foliculos,
em mm, em fémeas nuliparas (Experimento 1) ou multiparas (Experimento 2) a remocéo da

P4 (Tabela 2). Porém, observou-se uma diferenca significativa (P<0,05) no tamanho do FD
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no momento da remocao da P4 entre o grupo BE e o grupo OPU no Experimento 2 (Tabela
2), com os valores minimo e maximo do tamanho do FD na remocéo da P4 no Grupo BE
sendo de 7,6 e 16,8 mm nas nuliparas e 7,2 a 11,2 mm nas multiparas, e no Grupo OPU de
9,4 e 14,6 mm nas nuliparas e 8,5 a 15,6 mm nas multiparas.

As taxas de crescimento do FD nas fémeas nuliparas (Experimento 1), do
recrutamento ao inicio do desvio, e do recrutamento & remogéo da P4, foram maiores no
grupo OPU (1,4 £0,1 mm/diae 1,4 £ 0,1 mm/dia, respectivamente) em comparagédo ao grupo
BE (0,9 £0,2 mm/diae 1,1 £ 0,1mm/dia, respectivamente; Figura 8; P<0,05). Para as fémeas
multiparas (Experimento 2), ndo foram observadas diferencas nas taxas de crescimento do
FD do recrutamento ao inicio do desvio, sendo de 1,2 + 0,2 mm/dia no grupo BE e de 1,3 +
0,1 mm/dia no grupo OPU. J& do recrutamento a remocédo da P4, as taxas de crescimento do
FD nas vacas do Grupo OPU foram maiores (1,3 = 0,1 mm/dia) do que no Grupo BE (1,0 £
0,1 mm/dia; Figura 8; P<0,05).

Houve um aumento da populacéo de foliculos entre 5,0 e 8,5 mm de didmetro do Dia
0 ao Dia 3 no Grupo BE das nuliparas e multiparas, e do Dia 0 ao Dia 2,5 e Dia 0 ao Dia 2
no Grupo OPU nas nuliparas e multiparas, respectivamente (Tabelas 3 e 4, Figura 7). Apds
0 2° dia nas nuliparas, e ap6s o 1° dia no grupo OPU e o 2° dia no grupo BE, ocorreu um
pequeno aumento na populacao de foliculos >8,5 mm em ambos 0s grupos experimentais.
A contagem e mensuracdo de foliculos em regressdo nas fémeas no grupo BE nos primeiros
dois dias apds a administracdo de BE, independente do experimento, pode ter interferido na

quantificacdo da populagéo de foliculos no periodo inicial da nova onda folicular.
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Tabela 3. Numero médio de foliculos nas diferentes categorias por tamanho, na escala fisiolégica, em relacdo ao dia da avaliagdo de fémeas nuliparas bovinas (Experimento
1) da raca Brangus (Bos taurus taurus vs. Bos taurus indicus), somente para as fémeas que ovularam a nova onda induzida

Dia% <5 mm 5-8,5 mm 8,5-10 mm >10 mm
BE OPU BE OPU BE OPU BE OPU
-2 53,0 £6,5¢ 24,7 £ 6,24 0,6 £0,8® 1,5 £0,8%8 0,0+0,1%® 0,6 £0,1%® 0,0 £0,1B* 1,0 £ 0,1%8*
-1 63,5 +6,5¢ 36,3 £ 6,24 0,8+0,8® 0,2+0,8%8 0,0+0,1%® 0,0+0,1%® 0,0+0,1B 0,0+£0,1B
0 57,4 £6,9%A 33,0 £6,2%4 4,1 +0,9%cB 0,4 +0,8%8 0,0+£0,1%¢ 0,0+0,1%8 0,0+0,1¢ 0,0+£0,18
1 55,4 + 6,5 38,5+ 6,24 4,7 £ 0,898 2,2 +0,8%8 0,3+0,1%¢ 0,1+£0,1%¢ 0,0+0,1¢¢ 0,0+0,1¢¢
2 61,1 6,5 33,4 6,284 4,8 +0,8%8 4,0+0,8%® 0,1+0,1%¢ 0,5+0,1%¢ 0,3 £0,12¢C 0,1 +£0,1cC
3 62,9 £ 6,5¢ 37,1+£6,2¢4 53+0,8%® 3,5+0,8%8 0,0 £0,1%¢ 0,5+0,1%¢ 0,5 + 0,1%cC 0,6 +0,1%C
4 62,8 £ 6,5 37,6 £ 6,284 4,3 +0,8%cB 2,9 +0,8%8 0,3+0,1%¢ 0,5+0,1%¢ 0,7 £0,1%¢ 0,7 £0,1%8¢
5 66,5 + 6,54 446 + 6,24 2,7 +0,82cB 1,1 +0,8%8 0,1+0,1%® 0,3+0,1%® 0,8 £0,13¢ 1,0+£0,1%8
6 58,3 + 6,5 47,2 + 6,24 1,1 +0,80E 0,6 +£0,8%8 0,2+0,1%® 0,2+0,1%® 0,7 £0,1%c¢ 1,0+£0,1%8
7 56,5 + 8,4%A 443 + 8,4%A 3,2 +1,0%cB 0,7 £1,1%8 0,3+0,2%¢ 0,0 £0,2%® 0,2 +0,1bcC 0,7 £0,1%8

abe: Nimeros seguidos de letras desiguais na mesma coluna diferem estatisticamente, para P<0,05.
ABL: Nimeros seguidos de letras desiguais na mesma linha, dentro do mesmo grupo (BE ou OPU), diferem estatisticamente, para P<0,05.
*Indica diferenga estatistica para a comparagao do nidmero médio de foliculos entre os grupos (BE vs OPU), para os mesmos dias e categorias de tamanhos de foliculos
avaliadas, para P<0,5.
&0 pareamento das contagens entre animais e grupos foi baseada no inicio da emergéncia/recrutamento em cada fémea. Excluiram-se os dias -3 e -4 relativos somente ao

Grupo BE, que sdo os dois primeiros dias apds a inducdo hormonal da nova onda com BE.
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Tabela 4. Numero médio de foliculos nas diferentes categorias por tamanho, na escala fisioldgica, em relacéo ao dia da avaliacdo de fémeas multiparas bovinas (Experimento
2) da raca Brangus (Bos taurus taurus vs. Bos taurus indicus), somente para as fémeas que ovularam a nova onda induzida

Dias <5 mm 5-8,5 mm 8,5-10 mm >10 mm
BE OPU BE OPU BE OPU BE OPU
-2 459 £ 7,14 26,1 £7,14 0,2+0,8® 2,6 £0,8E 0,0+£0,2%® 0,2 £0,2%¢ 0,0+£0,1B 0,6 +0,1°¢
-1 51,1+7,1%4 37,8+7,1%4 1,0 £ 0,8 0,8 +0,8® 0,0 £0,2% 0,0 £0,2%® 0,0+0,1® 0,0 £0,18
0 46,4 +7,1°A 38,0+7,1%4 1,3+0,8® 2,8+0,8E 0,0+0,2%® 0,0 £0,2%¢ 0,0+0,18 0,0 £0,1°¢
1 50,1 +7,1¢4 372+7,1%4 3,6 £ 0,8%cB 3,7+0,8%B 0,0 £0,2%¢ 0,3 +0,2%¢ 0,0 £0,1¢¢ 0,0 £0,1°C
2 47,0+ 7,14 38,6 £7,14 5,0 £0,8%8 8,1+0,8%® 0,4 £0,2%¢ 0,7 £0,2%¢ 0,0+£0,1¢¢ 0,3 +0,1%¢
3 41,4 £7,14 44,6 £7,1°4 53+0,8%® 7,2 +£0,8%8 0,3+0,2%¢ 0,6 £0,2%¢ 0,1+£0,1¢¢ 0,7 £0,1%¢
4 3391714 44,7 £7,1%4 2,7 +0,8%c8 3,4+0,88 0,7 £0,2%8¢ 0,6 £0,2%¢ 0,4 + 0,108 0,8 £0,18¢
5 38,1+7,14 479 £ 7,14 1,6 £0,8%8 1,8+0,8® 0,4 +£0,2%® 0,3+0,2% 0,9 +0,1%8 0,9+0,1%8
6 39,6 £7,14 40,8 £7,1%4 1,1+0,8® 1,1+0,8® 0,2+0,2%® 0,1+0,2%8 1,3+0,1%8 1,0+0,1%8
7 41,0+7,14 41,6 £7,6¢4 0,7+0,8E 0,5+0,8® 0,2+0,2%® 0,0 £0,2%8 1,0 £0,1%8 1,0 £0,2%8

abe Nimeros seguidos de letras desiguais na mesma coluna diferem estatisticamente, para P<0,05.

ABLC: Nimeros seguidos de letras desiguais na mesma linha, dentro do mesmo grupo (BE ou OPU), diferem estatisticamente, para P<0,05.

*Indica diferenga estatistica para a comparagao do nidmero médio de foliculos entre os grupos (BE vs OPU), para os mesmos dias e categorias de tamanhos de foliculos
avaliadas, para P<0,5.

&0 pareamento das contagens entre animais e grupos foi baseada no inicio da emergéncia/recrutamento em cada fémea. Excluiram-se os dias -3 e -4 relativos somente ao
Grupo BE, que sdo os dois primeiros dias apds a indu¢do hormonal da nova onda com BE.
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Nulipararas (Experimento 1) - Escala Fisioldgica

N¢ Total de Foliculos

Tempos (dias)

W OPU_>10mm MBE_>10mm mOPU_8,5-10mm m BE_8,5-10mm OPU_5-8,5mm H BE_5-8,5mm

Multiparas (Experimento 2) - Escala Fisioldgica

M BE_>10mm ™ OPU_>10mm ™ BE_8,5-10mm ™ OPU_8,5-10mm M BE_5-8,5mm OPU_5-8,5mm

Figura 7. Distribuicdo das faixas de tamanhos dos foliculos nos diferentes dias de avaliacdo ovariana,
comparando a populacdo folicular entre os grupos controle (BE) e tratamento (OPU) de fémeas
bovinas nuliparas (Experimento 1) e multiparas (Experimento 2) da raga Brangus (Bos taurus taurus
vs. Bos taurus indicus), somente para as fémeas que ovularam a nova onda induzida. Pareamento
dos dias, para fins comparativos entre grupos, realizado no Dia 0, equivalente a emergéncia da nova
onda folicular.
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Figura 8. Taxa média de crescimento do foliculo dominante (FD, mm/dia) do recrutamento ao inicio do desvio
folicular ou a remoc¢éo da P4 entre os grupos controle (BE) e tratamento (OPU) de fémeas bovinas
nuliparas (Experimento 1) e multiparas (Experimento 2) da raga Brangus (Bos taurus taurus vs. Bos
taurus indicus), somente para as fémeas que ovularam a nova onda induzida. *** Barras seguidas de
letras desiguais, entre grupos do mesmo experimento, diferem estatisticamente, para P<0,05.

5.2.3 Periodo da remocéo da fonte de progesterona exdgena e endégena a ovulacao

Os eventos observados ap6s a remocgdo das fontes enddgena e exdgena de P4,
juntamente com a aplicacdo do cipionato de estradiol, constituiram-se no desvio aparente,
dominancia folicular, estro e ovulacdo, conforme apresentados na Tabela 2. Nas fémeas
nuliparas (Experimento 1), os tempos médios da remocéo da P4 (t = 0 h) ao desvio aparente
foram semelhantes entre os grupos, variando de -47,0 a 36,7 h (-2,0 a 1,5 dias) para o0 grupo
BE e de -23,8 2 38,6 h (-2,0 a 1,6 dias) para o Grupo OPU (Figura 5). Houve uma tendéncia
de diferenca (P<0,1) dos tempos médios da remocao da P4 a dominancia do FD e da remocéo
da P4 ao estro entre os grupos BE e OPU (Tabela 2 e Figura 5), variando de -24,2 a 36,7 h
(-1,0a 1,5 dias) e de 21,1 a 58,6 h (0,9 a 2,4 dias) para o grupo BE, respectivamente, e de

0,0 a 61,7 h (0 a 1,5 dias) e de 36,2 a 61,0 h (1,5 a 2,5 dias) para o grupo OPU,
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respectivamente. N&o houve diferenca entre grupos experimentais quanto ao tempo da
remocado da P4 & ovulacdo entre os grupos BE e OPU (Tabela 2), variando de 41,5a 76,8 h
(1,7 a 3,2 dias) para o grupo BE e de 55,9 a 79,9 h (2,3 a 3,3 dias) para o grupo OPU. Nas
fémeas multiparas (Experimento 2, Tabela 2 e Figura 6), os tempos médios entre 0s Grupos
BE e OPU foram semelhantes (a) da remocéo da P4 ao desvio aparente, variando de 0,0 a
36,0 h (0 a 1,5 dias) no grupo BE e de -26,6 a 36,7 h (-1,0 a 1,5 dias) no grupo OPU, (b) da
remocado da P4 a dominancia do FD, variando de 0,0 a 48,0 h (0 a 2,0 dias) no grupo BE e
de 0,0a61,0 h (0a 2,5 dias) no grupo OPU, (c) da remocéo da P4 ao estro, variando de 36,0
a 60,0 h (1,5a 2,5 dias) no grupo BE e de 36,0 a 60,7 h (1,5 a 2,5 dias) no grupo OPU, e (d)
da remocdo da P4 a ovulacéo, variando de 66,0 a 78,0 h (2,8 a 3,3 dias) no grupo BE e de
55,4a79,0 h (2,3 a 3,3 dias) no grupo OPU.

Os intervalos entre a remocéo da P4 e o estro (P4-E), entre o estro e a ovulagdo (E-
0), e entre a remocdo da P4 e a ovulagdo (P4-O) foram semelhantes entre 0s grupos
experimentais BE e OPU, para ambas as categorias animais (Experimentos 1 e 2), conforme
a Figura 9. Nas fémeas nuliparas (Experimento 1), os tempos P4-O foram de 58,8 + 3,4 h
(2,5 £ 0,1 dias) e 65,0 + 3,9 h (2,7 = 0,2 dias) para os grupos BE e OPU, respectivamente.
Nas fémeas multiparas (Experimento 2), os tempos P4-O foram de 70,6 +2,4 h (2,9 + 0,1
dias) e 68,8 + 2,8 h (2,9 £ 0,1 dias) para os Grupos BE e OPU, respectivamente (Figura 9).

Os tamanhos do FD no momento do desvio aparente (P<0,05) e do FPO no momento
da ovulagdo (P<0,1) foram maiores nas fémeas nuliparas (Experimento 1, Figura 5) no
Grupo OPU (13,2 £ 0,5 mm, variando de 9,8 a 17,0 mm, e 14,2 £ 0,7 mm, variando de 12,0
a 16,3 mm, respectivamente) do que no Grupo BE (10,9 £ 0,7 mm, variando de 8,9 a 11,4
mm, e 12,3 + 1,0 mm, variando de 8,3 a 15,6 mm, respectivamente), ndo havendo diferenca
do tamanho a dominancia e no momento do estro, conforme a Tabela 2. Ja nas fémeas

multiparas (Experimento 2, Figura 6), ndo houve diferenca quanto ao tamanho do FD no
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desvio aparente e na dominancia, e do tamanho do FPO no momento do estro e prévio a

ovulagéo, conforme a Tabela 2.
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Figura 9.

Fémeas nuliparas (Experimento 1)
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Fémeas multiparas (Experimento 2)
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Intervalos de tempo desde a remocdo da progesterona (t=0) ao estro (barras laranjas), do estro a
ovulagdo (barras azuis) e da remocéo da progesterona (t=0) a ovulagdo (barras laranja + azul) entre
0s grupos controle (BE) e tratamento (OPU) em fémeas bovinas nuliparas (Experimento 1) e
multiparas (Experimento 2) da raca Brangus (Bos taurus taurus vs. Bos taurus indicus).
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As taxas de crescimento do FD, do recrutamento ao desvio aparente, foram maiores
(P<0,05) no Grupo OPU (1,4 £ 0,1 mm/dia) do que no Grupo BE (1,0 + 0,12 mm/dia) nas
nuliparas (Experimento 1), mas nao nas fémeas multiparas (Experimento 2; 1,1 +0,1¢e 1,2
+ 0,1 mm/dia para os grupos BE e OPU, respectivamente), conforme a Figura 10. Houve
uma tendéncia (P<0,1) a diferenca na taxa de crescimento do FD do recrutamento a
dominancia entre o Grupo BE (1,1 + 0,1 mm/dia) e o Grupo OPU (1,4 + 0,1 mm/dia) nas
nuliparas, sem diferengas detectadas nas fémeas multiparas (1,0 £ 0,1 e 1,1 £ 0,1 mm/dia
nos grupos BE e OPU, respectivamente). N&o houve diferengas entre os grupos BE e OPU
nas taxas de crescimento do FD/FPO do desvio folicular e da remocéo da P4 a ovulagéo, nas
nuliparas (Grupo BE, 0,4 + 0,3 mm/dia e 0,6 £ 0,2 mm/dia; Grupo OPU, 0,4 + 0,2 e 0,7 +
0,2, respectivamente) e nas multiparas (Grupo BE, 0,5 + 0,2 mm/dia e 0,8 + 0,2 mm/dia;
Grupo OPU, 0,7 £ 0,1 mm/dia e 0,8 = 0,2 mm/dia, respectivamente).

Nas nuliparas (Experimento 1), a taxa de crescimento total do FD, do recrutamento
a ovulacdo, foi maior (P<0,05) no grupo OPU (1,2 £ 0,1 mm/dia) do que no grupo BE (0,9
+ 0,1 mm/dia) conforme a Figura 11. Ndo houve diferenca entre grupos nas fémeas
multiparas (Experimento 2), com a taxa de crescimento total do FD sendo de 0,9 + 0,1
mm/dia para ambos os grupos (Figura 11). Houve o aumento da populacéao de foliculos >10
mm em fémeas nuliparas (Experimento 1) e multiparas (Experimento 2), conforme
evidenciado na Tabela 3 e 4, e na Figura 7. A reducédo das populagdes <10 mm foi gradual

com o passar das avaliacdes, até a proximidade de uma nova onda folicular.
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Nuliparas (Exp. 1) Multiparas (Exp. 2)
EBE1 EOPU 1 OBE 2 EOPU 2
a
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Figura 10. Taxa de crescimento média do foliculo dominante (FD, mm/dia) do recrutamento ao desvio
aparente, do recrutamento a dominancia folicular, da remogdo da P4 a ovulacdo e do desvio
aparente a ovulacdo entre os grupos controle (BE) e tratamento (OPU) em fémeas bovinas
nuliparas (Experimento 1) e multiparas (Experimento 2) da raga Brangus (Bos taurus taurus vs.
Bos taurus indicus). " Barras seguidas de letras desiguais, entre grupos do mesmo experimento,
diferem estatisticamente, para P<0,05. *Indica tendéncia a diferenca estatistica (P<0,1) entre
valores dos grupos do mesmo experimento.

Nuliparas (Exp.1)  Multiparas (Exp. 2)
OBE1 EOPU1 OBE2 EOPU2

Recrutamento a Ovulagdo

0,00 0,20 0,40 0,60 0,80 1,00 1,20
Taxa de Crescimento (mm/dia)

Figura 11. Taxa de crescimento médio (mm/dia) do foliculo dominante (FD) do recrutamento a ovulagao
entre 0s grupos controle (BE) e tratamento (OPU) em fémeas bovinas nuliparas (Experimento 1)
e multiparas (Experimento 2) da raga Brangus (Bos taurus taurus vs. Bos taurus indicus). 2
Colunas com letras desiguais, entre grupos do mesmo experimento, diferem estatisticamente, para
P<0,05.
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5.2.4 Eventos excepcionais de relevancia fisiolégica

O acompanhamento diario possibilitou a constatacdo da ocorréncia de eventos
préximos da remocdo da fonte de P4 e posterior ovulacdo do FD/FPO que tiveram influéncia
no sucesso da ovulagdo, portanto possuiram relevancia fisioldgica neste trabalho. Pode-se
observar (a) o fenbmeno de atresia do FD, que acarretou a ndo ovulacdo, (b) a estatica
folicular do FD, um processo de retomada no crescimento didrio do FD apds a remogéo da
P4 (PIERSON & ADAMS, 1999; QUIRK et al., 2004), e (c) ovulagéo tardia, um processo
de atraso na ovulacdo apds a remocao de P4 e a aplicacdo do indutor de ovulagéo (CE). Este
atraso na ovulagéo foi considerado regular quando ocorreu dentro da faixa de 48 ha 72 h
apo6s a inducdo da ovulagdo, com todas as ovulagBes ap6s 72 h da inducdo sendo
consideradas tardias (SALES et al., 2012; TORRES-JUNIOR et al., 2014; USLENGHI et
al., 2014).
(i) Estatica folicular. Na avaliacdo ultrassonografica, percebeu-se um comportamento de
estatica folicular do FD em algumas nuliparas (Experimento 1) em cada grupo experimental,
antes e depois da remocao da progesterona, caracterizado por um crescimento folicular que
passou a ficar relativamente estatico antes da remocdo da P4, para retomar o crescimento
posteriormente. Sob a 6tica deste fator de estatica folicular do FD, o tempo desde o
recrutamento da nova onda a remocao da P4 foi maior para as nuliparas que observamos este
evento, sendo em média de -102,2 £ 5,9 h (Grupo BE, -105,9 + 11,0 h; Grupo OPU, -91,3 +
8,9 h), do que as fémeas que ndo sofreram nenhum sinal de estatica no crescimento ou atresia
folicular, sendo em média de -92,9 + 6,6 h (Grupo BE, -88,4 + 10,4 h; Grupo OPU, -100,4
+ 8,3 h), ou seja, quase 10 h a mais. Tal caracteristica qualitativa do FD também foi
observada nas multiparas (Experimento 2), porém ndo houve diferenca nos intervalos de
tempo do recrutamento a remocao da P4, sendo de -105,1 £ 5,6 h (Grupo BE, -97,9 £ 9,6 h;

Grupo OPU, -112,0 + 6,6 h) nas fémeas em que houve a estatica folicular do FD em
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comparacao aquelas que ndo manifestaram diferengas no crescimento e comportamento do
FD, sendo em média de -101,1 + 6,4 h (Grupo BE, -98,6 + 10,8 h; Grupo OPU, -104,4 £ 9,9
h). J& considerando o tempo desde a observacao do inicio do desvio folicular (8,5 mm) até a
remocdo da P4, foi observada uma tendéncia (P<0,1) de diferenca significativa entre as
nuliparas, havendo diferenca significativa (P<0,05) entre as multiparas com e sem a
manifestacdo da estética folicular, com valores médios de -55,1 + 8,8 h (Grupo BE, -54,3 +
16,8 h; Grupo OPU, -49,1 + 13,6 h) para nuliparas e de -51,8 + 6,6 h (Grupo BE, -38,0 +
11,3 h; Grupo OPU, -56,1 + 7,81 h) para multiparas com estéatica folicular, e de -28,9 + 9,9
h (Grupo BE, -20,7 = 15,9 h; Grupo OPU, -40,6 + 12,7 h) para nuliparas e de -17,8 £ 7,6 h
(Grupo BE, -9,6 + 12,8 h; Grupo OPU, -13,6 + 11,7 h) para multiparas sem alteragdo no FD,
ou seja, cerca de 26 h e 34 h de diferenca, respectivamente.

N&o houve diferenca no tamanho do FD a remocdo da P4 entre as nuliparas que
apresentaram uma estatica folicular do FD (12,1 + 0,7 mm; Grupo BE, 11,5 £ 1,3 mm; Grupo
OPU, 12,1 £ 1,1 mm) e as que ndo manifestaram tal caracteristica no FD (10,9 + 0,8 mm;
Grupo BE, 10,3 + 1,2 mm; Grupo OPU; 11,6 + 1,0 mm). No entanto, houve diferenca
(P<0,05) no tamanho do FD a remocdo da P4 entre as multiparas que manifestaram uma
estatica folicular (12,1 £ 0,6 mm; Grupo BE, 10,5 + 0,8 mm; Grupo OPU, 13,3+ 0,5mm) e
as que nao manifestaram tal caracteristica no FD (9,5 + 0,7 mm; Grupo BE, 8,3 + 0,9 mm;
Grupo OPU, 9,2 + 0,8 mm).

Das fémeas nuliparas que manifestaram o fendbmeno de estatica folicular, ndo houve
diferenca estatistica em comparacdo as fémeas sem tal manifestacdo em relacéo a taxa de
crescimento do FD do recrutamento e do inicio do desvio a remocao da P4. Porém, os valores
médios das taxas de crescimento folicular do recrutamento ao inicio do desvio e do
recrutamento a remocdo da P4 foram maiores para as nuliparas que manifestaram o

comportamento de estéatica folicular (1,4 £ 0,1 mm/dia e 1,4 £ 0,1 mm/dia, respectivamente)
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em comparacao as nuliparas (1,2 = 0,1 mm/dia e 1,2 + 0,1 mm/dia, respectivamente) sem a
manifestacdo de tal fendmeno. Nas fémeas multiparas, houve diferenca estatistica (P<0,05)
nas taxas de crescimento folicular do recrutamento ao inicio do desvio e do recrutamento a
remocdo da P4, sendo maiores para as vacas que manifestaram o fenbmeno de estatica
folicular (1,4 £ 0,1 mm/dia e 1,4 £ 0,1 mm/dia, respectivamente) em comparagdo as fémeas
sem a manifestacdo deste fenébmeno (0,9 £ 0,2 mm/dia e 0,8 £ 0,1 mm/dia, respectivamente).

Ao se observar o tempo dos eventos apos a remogdo da fonte de P4 (desvio aparente,
dominéncia, estro e ovulacdo), ndo foram observadas diferencas quanto a condicdo de
estatica folicular do FD entre as nuliparas (Experimento 1) dos grupos experimentais BE e
OPU. Porém, as fémeas multiparas (Experimento 2) com manifestagdes de comportamento
de estatica folicular do FD apresentaram tempos significativamente menores do que as
fémeas sem manifestacOes deste fendmeno (a) do desvio aparente a remocéo da P4 (-3,3 +
4,5 hvs. 20,2 £ 5,2 h; P<0,05), (b) da dominéancia a remoc¢éo da P4 (14,3 + 4,4 hvs. 34,5 +
5,1 h; P<0,05), (c) da remocdo da P4 ao estro (36,4 + 2,9 h vs. 52,2 + 3,3 h; P<0,05), e (d)
da remocéo da P4 a ovulagdo (65,1 + 1,6 vs. 76,4 + 1,8 h; P<0,05), respectivamente.

As fémeas multiparas (Experimento 2) que apresentaram o fendmeno de estatica
folicular apresentaram um intervalo menor de tempo (P<0,05) da remocéo da P4 ao estro
(36,7 £ 2,9 h; Grupo BE, 36,4 + 5,3 h; Grupo OPU, 35,9 + 5,3 h) e da remocdo da P4 a
ovulagéo (66,2 = 1,8 h; Grupo BE, 74,7 £ 2,4 h; Grupo OPU, 71,4 £ 1,7 h) do que as fémeas
sem manifestacdo do fenémeno (53,4 + 3,3 h; Grupo BE, 49,5 + 4,1 h; Grupo OPU, 61,3 +
58h,e 74,8 £2,1h; Grupo BE, 75,2 £ 2,8 h; Grupo OPU, 79,0 + 2,5 h, respectivamente).
O intervalo estro-ovulagcdo foi semelhante entre as fémeas que manifestaram o
comportamento de estatica folicular (29,5 £ 3,0 h; Grupo BE, 35,6 + 5,6 h; Grupo OPU, 32,0
+ 5,6 h) e as fémeas que ndo demonstraram este comportamento do FD (21,4 £ 3,5 h; Grupo

BE, 23,5+ 4,3 h; Grupo OPU, 17,0 £ 6,1 h). Nao houve diferenca estatistica nestes intervalos
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de tempo entre fémeas nuliparas (Experimento 1) com e sem manifestagdo de estatica
folicular do FD.

N&o houve diferenca estatistica entre as médias do tamanho do FD, em nenhum dos
eventos observados, quando comparadas as nuliparas (Experimento 1) que apresentaram o
comportamento de estética folicular ou de atresia do FD. Poréem nas multiparas (Experimento
2), houve diferenca estatistica (P<0,05) do tamanho do FD na remoc¢do da P4, quando
comparadas as fémeas que ndo sofreram atresia (8,7 £ 0,7 mm) com as que apresentaram o
fendmeno de estatica folicular do FD (11,9 £ 0,5 mm). Uma tendéncia de diferenca
estatistica (P<0,1) foi observada entre as médias do tamanho do FD na dominéncia entre as
multiparas que ndo sofreram a atresia e que apresentaram o comportamento de estatica
folicular do FD (10,9 £ 0,9 e 12,9 £ 0,7 mm, respectivamente).

Quanto a taxa de crescimento do FD, ndo houve diferenca significativa entre fémeas
nuliparas (Experimento 1) que apresentaram caracteristicas de estética folicular do FD e
nuliparas sem tal fenémeno, sendo de 1,2 £0,1 e 1,2 £ 0,1 mm/dia do recrutamento ao desvio
aparente, de 1,2 + 0,1 e 1,2 0,1 mm/dia do recrutamento a dominancia, de 0,5 £ 0,3 mm/dia
e 0,3 £ 0,3 mm/dia do desvio aparente a ovulacao, de 0,7 £ 0,2 mm/dia e 0,6 + 0,2 mm/dia
da remocéo da P4 a ovulacéo, e de 0,9 +,1 mm/dia e 0,9 £ 0,1 mm/dia do recrutamento a
ovulacdo, respectivamente. Ja nas fémeas multiparas (Experimento 2), houve diferenca
significativa nas taxas de crescimento do FD do recrutamento ao desvio aparente (1,0 + 0,1
e 1,3 + 0,1 mm/dia) e do recrutamento a dominancia (0,9 £ 0,1 e 1,2 + 0,1 mm/dia) para as
fémeas que ndo e para as que demonstraram o fendmeno de estatica folicular do FD,
respectivamente. Nao houve diferenca estatistica na taxa de crescimento do desvio aparente
a ovulacdo (0,7 £0,2e 0,5+ 0,2), daremocdo da P4 a ovulacdo (1,0£0,2e 0,6 £0,2), e do

recrutamento a ovulacdo (0,9 £ 0,1 mm/dia e 0,9 £ 0,1 mm/dia), respectivamente.
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(i1) Atraso na ovulacdo. Sob a perspectiva do momento da ovulagdo, sendo regular ou
tardia, os tempos dos intervalos entre a remocao da fonte de P4, os sinais de estro e por fim
da ovulacdo apresentaram difengas (Figura 12). Nas fémeas nuliparas (Experimento 1),
houve diferenca (P<0,05) no intervalo da remocéao da P4 ao estro (P4-E) para as nuliparas
que ovularam em tempo esperado (35,2 £ 1,6 h) em comparacdo as fémeas que ovularam
tardiamente (60,2 £ 3,0 h). O intervalo estro-ovulagdo (E-O) ndo apresentou diferenca entre
as nuliparas regulares e tardias, sendo de 22,9+ 1,5 h e 18,5 + 3,4 h, respectivamente. Assim
como o P4-E, o intervalo entre a remocdo da P4 a ovulacdo (P4-O) apresentou diferenca
estatistica (P<0,05) entre as nuliparas regulares (58,1 + 2,1 h) e as tardias (78,7 + 4,6 h). Nas
Multiparas (Experimento 2), ndo houve diferenca estatistica para os intervalos da remogéo
da P4 até os sinais de estro (P4-E) e dos sinais de estro até a ovulacdo (E-O) entre os tempos
médios das multiparas com ovulacdo em tempo regular (41,4 + 3,2 e 26,1 + 2,9h,
respectivamente) e tardias (52,9 + 6,3 e 25,7 £ 5,5 h, respectivamente). J& no intervalo da
remocdo da P4 a ovulacdo (P4-O), houve diferenca estatistica (P<0,05) no tempo médio
entre as fémeas com ovulacdo em tempo esperado (67,6 + 1,8 h) e as fémeas tardias (78,4 +
3,4 h).

Né&o houve diferenca estatistica no Experimento 1 (Nuliparas) para o tamanho do FD
na remocdo de P4, com as nuliparas que ovularam no tempo esperado apresentando o
tamanho médio de 12,5 £ 0,8 mm, e as fémeas que atrasaram a ovulagéo de 10,4 + 1,1 mm.
Em contrapartida, comparando as médias dos tamanhos do FD no desvio, observou-se
diferenca estatistica (P<0,05) entre nuliparas que ovularam em tempo esperado (13,0 £ 0,6
mm) e tardiamente (11,0 £ 0,7 mm). Quanto ao tamanho do FD na dominancia, observou-se
uma tendéncia de diferenca estatistica (P<0,1) entre fémeas de ovulacdo regular e tardia,
sendo as médias de 14,5+ 0,8 e 11,9 = 1,1 mm, respectivamente. Na mesma segregacao de

fémeas quanto a regularidade ou atraso da ovulacéo, houve uma tendéncia a uma diferenca
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estatistica (P<0,1) no Experimento 2 (Multiparas) para o tamanho do FD no desvio aparente
e no estro, comparando as médias dos tamanhos das fémeas que ovularam no tempo esperado

(11,4 £ 0,3 e 12,9 £0,4 mm, respectivamente).
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Figura 12. Média dos Intervalos de tempos (h) da remocdo da progesterona (t=0) a ovulagdo (P4-0O), da
remocdo da P4 aos sinais de estro (P4-E) e dos sinais de estro a ovulacdo (E-O) para fémeas
nuliparas (Experimento 1) ou multiparas (Experimento 2) da raga Brangus (Bos taurus taurus vs.
Bos taurus indicus) que ovularam em um periodo regular esperado e que ovularam tardiamente.
ab: Colunas com letras desiguais, entre intervalos de tempo, diferem estatisticamente, para P<0,05.
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As taxas de crescimento folicular foram semelhantes entre as fémeas nuliparas
(Experimento 1) com ovulagéo regular ou tardia, com as taxas de crescimento do FD do
recrutamento ao desvio aparente de 1,3+ 0,1 e 1,1 + 0,1 mm/dia para as fémeas que ovularam
regularmente ou tardiamente, respectivamente. Do recrutamento a dominéancia, as taxas de
crescimento foram de 1,4 £ 0,1 e 1,1 + 0,2 mm/dia para as nuliparas com ovulagéo regular e
tardia, respectivamente. Do desvio aparente a ovulagdo, nuliparas com ovulagdo regular
tiveram uma taxa de crescimento médio 0,5 + 0,3 mm/dia, e as tardias de 0,3 = 0,3 mm/dia.
As fémeas que ovularam regularmente apresentaram uma taxa de crescimento do FD da
remocdo da P4 até a ovulagdo de 0,7 £ 0,2 mm/dia, e as tardias de 0,6 + 0,2 mm/dia. A taxa
de crescimento do recrutamento a ovulagdo foi de 1,0 £ 0,1 e 0,8 + 0,1 mm/dia para nuliparas
com ovulagéo regular e tardia, respectivamente. Porém, nas fémeas multiparas (Experimento
2), houve diferenca significativa (P<0,05) na taxa de crescimento do recrutamento ao desvio
aparente, sendo de 1,3 + 0,1 e 1,0 £ 0,1 mm/dia para as fémeas que ovularam regularmente
ou tardiamente, respectivamente. Também houve diferenca da taxa de crescimento do
recrutamento a ovulagdo, sendo de 1,0 + 0,1 e 0,7 = 0,1 mm/dia para multiparas com
ovulagéo regular e tardia, respectivamente. N&o houve diferenca na taxa de crescimento do
recrutamento a dominéncia (1,1 + 0,1 e 1,0 £ 0,1 mm/dia para multiparas regulares e tardias,
respectivamente), do desvio aparente a ovulacdo (0,7 £ 0,3 mm/dia e 0,5 + 0,2 mm/dia para
vacas regulares e tardias, respectivamente), e da remocdo da P4 até a ovulacdo (0,9 + 0,3
mm/dia para as multiparas regulares, e 0,6 + 0,2 mm/dia para as tardias).

5.3 Observacdes das fémeas ndo responsivas a inducdo de uma nova onda folicular
e/ou a ovulacéo

No Experimento 1, 41,1% (7/17) das fémeas do grupo BE e 35,3% (6/17) das fémeas
do grupo OPU falharam em induzir uma nova onda folicular e/ou em ovular um FD/FPO

oriundo desta onda emergente. A distribuicdo da fase da dindmica folicular inicial das



92

nuliparas ndo responsivas do grupo BE foi de 14% (1/7) em selecdo e 86% (6/7) em
dominancia, enquanto no grupo OPU a proporcao foi de 100% (6/6) em dominancia. Das
cinco nuliparas no grupo BE que falharam a indugdo de uma nova onda folicular, em trés
houve a atresia dos foliculos recém recrutados, sendo duas de forma extremamente precoce
(entre os Dias 4 e 5), levando a identificacdo de uma segunda nova onda folicular recrutada
trés a quatro dias apos, que ovulou apds o periodo esperado para aquelas em que uma nova
primeira onda emergiu e permaneceu sincrona. Na terceira nulipara, houve a atresia dos
foliculos recrutados (entre os Dias 7 e 8) devido a permanéncia do FD oriundo da onda
anterior, havendo a emergéncia de uma segunda onda apds a remoc¢édo da P4 e a ovulagédo
deste FPO ocorrendo além da janela considerada ideal para as ondas que emergiram
regularmente. Em todas estas nuliparas, a ovulacdo foi confirmada sete dias ap6s o término
das avaliacdes, mediande a identificacdo de um CL a palpacdo e no exame ultrassonogréfico.
As outras duas fémeas falharam em induzir uma nova onda folicular pelo ndo crescimento e
desenvolvimento de um FD, uma vez que os foliculos ndo ultrapassaram o tamanho esperado
do futuro FD no inicio do desvio folicular (8,5 mm; GINTHER, 2016), com a emergéncia
de foliculos pequenos sendo proxima ao dia da remocdo da P4, entre 0 6° e 0 7° dia. Em
ambas, a permanéncia do FD em atresia oriundo da onda folicular anterior perdurou por mais
tempo nas avaliac@es iniciais, permanecendo do 6° ao 8° dia das avaliacfes. Sete dias apos
o término das avaliacGes ndo foi constada a presenca de CL na avaliagdo ultrassonografca,
com as fémeas que apresentavam uma dindmica folicular de selecdo e dominancia
evidenciando a regressdo folicular e o recrutamento de uma nova onda ao final das
observacdes. As duas nuliparas restantes falharam em ovular ao final das avaliacdes,
portanto nao foi identificado, no 7° dia ap0s o término das observagdes, nenhum CL ao

exame ultrassonografico, ficando evidente, pela dindmica folicular observada (recrutamento
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e transicao de selecdo para dominancia), que uma nova onda havia iniciado ao final dos dias
avaliados.

No Experimento 2, todas as fémeas (22/22, 100%) iniciaram uma nova onda apos a
indugdo hormonal ou fisica, mas quatro falharam em ovular o FD/FPO oriundo da nova onda
folicular sincronizada, duas (18,2%) em cada grupo. A distribuicdo da fase da dinamica
folicular inicial nas multiparas do grupo BE foi de 100% (2/2) em selec&o, e no grupo OPU,
de 100% (2/2) em dominancia. Diferentemente das fémeas nuliparas, ndo houve insucessos
na inducéo de uma nova onda folicular nas fémeas multiparas (Experimento 2), em nenhum
dos dois grupos, ou seja, todas as fémeas apresentaram uma nova onda folicular apés a
inducdo hormonal e fisica. Porém, houve a falha da ovulagdo do FD/FPO em quatro fémeas,
duas em cada grupo, onde se identificou uma nova onda, e acompanhou-se o crescimento
deste futuro FD até o periodo esperado da ovulacdo. Em trés destas fémeas este foliculo
sofreu a atresia proximo do dia da remocéo da P4. A confirmacdo da falha da ovulacédo foi
realizada sete dias apds o término das observacdes, onde ndo se identificou a presenca de
um CL em nenhuma das multiparas, e pode-se obervar que, pela dindmica visualizada nesta
avaliacdo (sele¢do e dominancia), em todas as fémeas uma nova onda havia iniciado ap6s o

acompanhamento diéario do periodo experimental.
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6. DISCUSSAO

A eficiéncia e a eficicia de aplicacdo das diferentes biotécnicas da reproducdo
animal, como a IATF, a TETF, e a MOET/SOV, dependem da sincronizagdo do estro e da
ovulagéo, que por sua vez, dependem do sucesso na inducao e na sincronizagao de uma nova
onda folicular no inicio dos protocolos hormonais, tanto no tempo quanto no espago
(BARUSELLLI et al., 2011; BO et al., 2012; DISKIN et al., 2002; MADUREIRA et al.,
2020; MAPLETOFT et al., 2018). As variagOes quantitativas e qualitativas da manipulagédo
do ciclo estral e do desenvolvimento folicular irdo determinar a eficacia do processo como
um todo, sendo que ao final desejamos que o maior nimero de fémeas sincronize a nova
onda e ovule o6citos viaveis em uma janela de tempo esperado (BARUSELLI et al., 2012).
Assim, o sucesso da inducéo e da sincronizacdo da nova onda folicular €, invariavelmente,
primordial para a eficiéncia e eficacia de aplicacdo das biotécnicas reprodutivas acima.
Estudos que revisem tais processos fisiologicos na reproducdo de fémeas bovinas podem
impactar diretamente no uso e na aplicacdo de tais biotécnicas, tendo este estudo sido
enfocado na inducdo de uma nova onda folicular em bovinos, com o monitoramento
temporal e espacial subsequente dos eventos da dindmica folicular ovariana, de
comportamento de estro e da ovulagdo.

Métodos hormonais de sincronizacao do ciclo estral bovino sdo estudados desde a
década de 1940 (STEVENSON & BRITT, 2017). Com a evolucdo do conhecimento sobre a
fisiologia ovariana, novos protocolos hormonais de sincronizacdo e ovulacdo de uma nova
onda folicular induzida foram propostos ja préximo a virada do milénio, primariamente em
bovinos de leite, a partir do protocolo OvSynch (PURSLEY et al., 1995). Desde entéo,
relataram-se diferentes respostas as inumeras varia¢oes de protocolos, em bovinos de corte
e de leite (BARUSELLI et al., 2012; BO & MAPLETOFT, 2014; BO et al., 2016; LAMB

& MARCADANTE, 2016; MAPLETOFT etal., 2018; STEVENSON & BRITT, 2017), pois



95

ao se tratar de fisiologia reprodutiva das fémeas, existem diversas variaveis que contribuem
para o0 sucesso ou nhdo do método aplicado (BARUSELLLI et al., 2007; BARUSELLLI et al.,
2012; BARUSELLI et al., 2016; BARUSELLI et al., 2017a; D’OCCHIO et al., 2019;
MEIKLE etal., 2018; MONNIAUX, 2018; SARTORI et al., 2016). No Brasil e na América
do Sul, 0o método hormonal amplamente utilizado na maioria dos protocolos de sincronizagao
do ciclo estral em bovinos de corte com vistas primariamente a IATF é composto pela
aplicacdo de 2 mg de BE concomitante a insercdo de um dispositivo intravaginal bovino de
liberacdo lenta de P4. B6 et al. (1995a) e MacMillan et al. (1993) propuseram esta
metodologia como uma alternativa ao Ovsynch (PURSLEY et al., 1995), que até entdo era
0 método de sincronizacdo amplamente utilizado, principalmente nos EUA, e que,
diferentemente dos protocolos com uma aplicacdo de GnRH, em estagios aleatérios do ciclo
estral das fémeas, como indutor de uma nova onda folicular, teria o beneficio de nédo
necessitar a presenca de um FD ao inicio do tratamento, podendo-se aplicar em todas as
fémeas independentemente da ciclicidade, do estagio do ciclo estral e da dinamica folicular
(BO et al., 2018; STEVENSON & BRITT, 2017). Por ter um impacto maior no sucesso da
aplicacdo das diferentes biotécnicas, o foco principal deste trabalho foi observar a resposta
fisiologica de duas categorias distintas de fémeas, nuliparas e multiparas, frente a duas
metodologias de inducéo e sincronizagdo de uma nova onda folicular. Em segundo plano
observou-se a ocorréncia ou ndo do estro e da ovulacdo, em uma janela bioldgica adequada
a fecundacéo, a partir do FD oriundo da nova onda induzida.

Neste estudo, observou-se uma menor eficiéncia (71%) na inducdo de uma nova onda
folicular no grupo controle (BE) em novilhas, em comparagéo ao grupo OPU (100%), apesar
de também ter sido de 100% em ambos 0s grupos na categoria de fémeas multiparas. A
porcentagem de fémeas que respondeu a inducdo hormonal de uma nova onda esteve dentro

de valores também ja relatados na literatura (BRIDGES et al., 1999; BURKE et al., 2001;
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CARVALHO et al., 2008; MADUREIRA et al., 2020; MARTINEZ et al., 2005), com
excecdo das nuliparas do Grupo BE, o qual evidenciou resultados abaixo dos citados na
literatura. Em geral, os autores de distintos trabalhos afirmaram que as falhas de inducéo de
uma nova onda folicular deveram-se a eminéncia da ovulagdo ou a atresia do FD no
momento da aplicagdo do éster de estradiol (BO et al., 1995b; BRIDGES et al., 1999;
BURKE et al., 2001; DISKIN et al., 2002), condi¢do em que trés das cinco nuliparas que
falharam neste estudo poderiam estar no momento da induc¢&o, ja que apresentavam um FD
ao inicio do tratamento. Em nosso estudo, as observagdes de falha na inducdo foram
associadas a atresia precoce dos foliculos recrutados (3/5 nuliparas) e ao ndo
crescimento/desenvolvimento dos foliculos recrutados (2/5 nuliparas) até o tamanho
caracteristico do inicio do desvio folicular de um futuro FD (8,5 mm) em relagdo aos
subordinados. A permanéncia do FD em atresia da onda folicular anterior, observado nas
duas nuliparas que ndao demonstraram crescimento folicular, poderia ter influenciado no
desenvolvimento da nova onda, uma vez que a atresia incompleta do FD anterior pode
interferir nos niveis séricos de FSH que induz o recrutamento folicular nas fémeas (DISKIN
etal., 2002; MADUREIRA et al., 2020; MARTINEZ et al., 2005; MONTEIRO et al., 2015).
No grupo BE, apds a aplicacdo do horménio, foi possivel constatar em boa parte das fémeas
0 processo de atresia dos foliculos presentes no momento da indugdo. Por meio de imagens
ultrassonograficas, evidenciou-se uma alteracdo de formato e irregularidades nos bordos do
antro dos foliculos, até o completo desaparecimento préximo a emergéncia da nova onda
folicular. Existem trabalhos que j& descreveram estes fenbmenos de atresia em detalhes,
entre outros, por meio de avaliagdes ultrassonograficas e analise das imagens geradas a partir
das diferencas de ecogenicidade das estruturas (PIERSON & ADAMS, 1999; VASSENA et

al., 2003).
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A metodologia fisica de inducdo de uma nova onda folicular por meio da aspiragdo
de todos os foliculos >5 mm mostrou-se mais efetiva em induzir uma nova onda folicular do
que o BE, ja que em 100% das fémeas de ambos os Experimentos (1 e 2) ocorreu o
recrutamento de uma nova onda em + 48 h apds o procedimento. Estes valores corroboram
com os achados de Bergfelt et al. (1994) e de outros estudos no uso desta estratégia
(AMIRIDIS et al., 2006; BARACALDO et al., 2000; BERGFELT et al., 1997a; GARCIA
& SALAHEDDINE, 1998; KIM et al., 2001; LIMA et al., 2007). A maioria destes estudos
ndo relatam falhas na inducdo de uma nova onda, porém percebe-se que ha uma deficiéncia
de observagBes mais minuciosas nos periodos pés-ablacdo que poderiam evidenciar
possiveis imprecisdes da metodologia. O processo de ablacdo folicular por aspiracdo
ocasiona no colapso do foliculo, com o desaparecimento do Iimen folicular ou antro,
havendo a espectativa da atresia do foliculo por apoptose das células da parede folicular.
Porém, estudos indicam ser possivel o retorno a funcionalidade de alguns foliculos apos a
ablacdo, com a denominacdo de tais estruturas de foliculos residuais (GHETTI et al., 2016;
VIANA et al., 2013). Normalmente, os estudos que aplicam a técnica de ablacao folicular
por OPU ndo realizam o acompanhamento ultrassonografico imediato, portanto este
fendmeno muitas vezes ndo é identificado. No entanto, os estudos pioneiros de Bergfelt et
al. (1994) nesta técnica ja descreviam a época a deteccdo de supostos corpos hemorragicos
(CHs) nos dias subsequentes a ablacdo, a exemplo do que observamos neste estudo,
geralmente atribuidos a aspiracdo de foliculos >11 mm. Ginther et al. (1999) foram
aparentemente 0s primeiros autores a constatarem o retorno do contetdo folicular apés a
aspiracdo em alguns foliculos, levantando a hipotese de ndo haver o comprometimento
completo das estruturas foliculares apos a OPU, o que permitiria uma retomada parcial ou
total da funcionalidade destes foliculo. No presente estudo, pdde-se observar estruturas

irregulares nos dias posteriores a ablacéo folicular, podendo ser CHs, conforme Bergfelt et
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al. (1994), ou mesmo foliculos residuais, conforme Ginther et al. (1999). Tanto fémeas
nuliparas quanto multiparas apresentaram estas estruturas subsequentes & OPU. Como a
maioria das fémeas que ovularam apresentaram este fenémeno, e mesmo ndo sendo possivel
definirmos que tipo exato de estrutura esteve presente nos OVAarios, presumimos serem
estruturas ndo funcionais, ndo tendo havido interferéncia no desenvolvimento da nova onda
folicular subsequente e da ovulacéo.

O numero total de foliculos antrais observados, a média de foliculos/fémea/avaliacéo
e a proporcao de foliculos <5 mm diferiram entre 0s grupos experimentais nas nuliparas
(Experimento 1). J& nas fémeas multiparas (Experimento 2) se observou apenas uma
diferenca na proporcéo de foliculos <5 mm entre os grupos. Outros trabalhos da literatura
citam a ocorréncia de problemas ou ndo na observacdo ovariana diéria, porém a grande
maioria descreve complicacGes durante estas complexas avaliagdes diarias, das quais podem
ocorrer algumas imprecisdes em varios pontos (KO et al., 1991; KULICK et al., 1999).
Provavelmente, os resultados neste estudo ndo denotam diferencas fisiologicas entre
tratamentos, havendo pelo menos trés possibilidades que poderiam justificar tais achados:
(a) diferenca ao acaso, devido a variacdo nos foliculos <5 mm, que possuem uma elevada
proporcdo dentro da populacdo total observada, onde a variagdo da contagem destes foliculos
pode ter ocorrido por fatores individuais das fémeas ou por efeito técnico na contagem; (b)
diferenca causada pela contagem diaria de foliculos em atresia no grupo BE, e eliminacdo
de foliculos >5 mm no grupo OPU, o que, pelo nimero de fémeas por grupo, e por um
determinado nimero de exames, causa um aumento no nimero de foliculos contados no
grupo BE e uma reducdo no OPU; e (c) acumulo da pequena diferenca existente, que
diariamente, vai aumentando.

Conforme ja descrito em estudos anteriores, hd uma boa possibilidade de uma

pequena parcela das fémeas ndo responder ao BE, dependendo da fase da dinamica inicial
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em que estas se encontram (BO et al., 1995b; BRIDGES et al., 1999; BURKE et al., 2001;
DISKIN et al., 2002). No Experimento 1, o padrao de dindmica folicular inicial das nuliparas
era distinto entre os grupos, com fémeas em selecdo e dominancia no Grupo BE, e somente
em dominancia no Grupo OPU. A variabilidade da resposta de indugdo de uma nova onda
folicular, na média, foi menor no grupo OPU do que no BE. Esta particularidade ainda ndo
foi descrita em trabalhos que utilizam a abla¢do folicular como método de inducdo de uma
nova onda. Outro possivel fator que pode influenciar ¢ o fato das fémeas induzidas
hormonalmente passarem por um intervalo maior de tempo da inducéo até o recrutamento
da nova onda, devido a depuracdo dos niveis de estradiol (MAPLETOFT et al., 2002;
MARTINEZ et al., 2005; O’ROURKE et al., 2000). Este periodo permite uma maior
expressao de fatores individuais, como diferencas na metabolizacdo deste hormonio e taxas
de crescimento folicular distintas, que consequentemente causardo a maior dispersao das
ondas foliculares (BARUSELLI et al., 2017a). J& no Experimento 2, houve uma menor
diferenca no padrdo de dindmica folicular inicial entre os grupos BE e OPU, o que pode ter
levado a uma menor variabilidade entre as respostas das fémeas aos dois protocolos de
inducdo de nova onda folicular. Duas observac6es particulares ocorreram no Grupo OPU,
onde uma fémea apresentou o repreenchimento do foliculo aspirado, em suposto foliculo
residual, contudo sem evidéncias de interferéncia na nova onda e na ovulagédo do FD/FPO
(GHETTI et al., 2016; VIANA et al., 2013). A segunda particularidade foi a auséncia de
estruturas aspiraveis (>5 mm) e a aspiragdo de um foliculo pequeno (6,4 mm) no dia da
ablacgéo folicular, que levou ao aparecimento de estruturas maiores (recrutamento) em menos
de 24 h. Inferimos que a emergéncia de uma nova onda ocorreria ou estava por ocorrer de
forma fisiologica em continuidade a dindmica folicular, independente da ablacéo, porém nédo
evidenciamos relatos na literatura que permitam a comparacao aos casos observados neste

estudo.
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A diferenca entre os tempos de indugdo hormonal de regresséo folicular/OPU e a
remocdo da P4 e inducdo de ovulagdo (DOQ) entre os grupos em ambos 0s experimentos
(Tabela 2, Figuras 5 e 6) era esperada, pois o intervalo médio do processo de indugédo a
emergéncia da nova onda folicular observada neste trabalho, em ambos os grupos e
experimentos, corrobora com o que se observa em média na literatura (BERGFELT et al.,
1994; MAPLETOFT et al., 2018; MARTINEZ et al., 2005). O conhecimento do exato
momento da emergéncia folicular é de importancia para a aplicagdo em protocolos de MOET
(SOV), pois almeja-se iniciar o protocolo de superestimulacdo hormonal das doadoras o mais
préximo possivel deste evento, para que seja recrutado o maior nimero possivel de foliculos
antrais responsivos ao FSH (BO & MAPLETOFT, 2014; BO et al., 2019). Conforme citado
anteriormente, o tempo médio do recrutamento da nova onda, ap0s a aplicacdo do BE, foi
de 4 a 5 dias, 0 que esteve de acordo com a maioria dos protocolos de SOV de doadoras que
utilizaram a associa¢do de BE com um inserto vaginal de P4 no inicio do tratamento para
sincronizar as fémeas, com as aplicagdes de FSH exdgeno iniciando entre o 4° e 5° dias. No
grupo OPU a logica ndo € diferente, uma vez que estudos anteriores que utilizaram a ablagéo
folicular para a sincronizacdo de uma nova onda folicular inicaram o protocolo de aplicacéo
do FSH, em média, entre 0 1° e 0 2° dias apds a ablacdo dos foliculos (BERGFELT et al.,
1997a; BO et al., 2019; CIRIT et al., 2019; SURJUS et al., 2014), corroborando com as
médias observadas nos Grupos OPU, de ambos os experimentos, do nosso trabalho.

Apobs a emergéncia da nova onda, o desenvolvimento do FD entre os grupos em
ambos o0s experimentos ndo diferiu entre si, apesar de que o Grupo OPU, tanto nas nuliparas
como nas multiparas, apresentou um crescimento diario maior (Figura 8), consequentemente
0 FD destas fémeas atingiu o tamanho do inicio do desvio (8,5 mm) mais precocemente do
que as do Grupo BE (Tabela 2, Figuras 5 e 6). A diferenca média de 2,5 a 3,0 dias do

recrutamento ao inicio do desvio do FD foi semelhante aos valores descritos primeiramente
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por Ginther et al. (1997), e consolidado por Ginther (2016). As observagdes diarias nos
permitiram identificar o recrutamento do FD, juntamente com um grupo de FS que o
acompanharam durante as proximas avaliagdes. Com o passar das avaliacGes, pOde-se
observar a emergéncia de novos foliculos, porém eram poucos que acompanhavam o
crescimento em conjunto com o FD, permanecendo com uma populacdo estavel durante a
fase de crescimento folicular comum até o momento proximo do inicio do desvio folicular,
em que pdde-se observar o inicio da selecdo folicular, que posteriormente avangou para o
desvio aparente do didmetro folicular entre FD e FS e por fim, a dominancia folicular
(Tabelas 3 e 4, Figura 7). Os padrfes referentes a flutuacdo da populacdo e a dinamica
folicular observados neste estudo corroboram com demais estudos (GINTHER et al., 1989a;
GINTHER et al., 1989b; GINTHER et al., 2001a; IRELAND et al., 2007; JAISWAL et al.,
2004; JAISWAL et al., 2009; SAVIO et al., 1988).

Foi observada a atresia do FD proximo da remoc¢do da P4 em 35% (6/17) das
nuliparas, e em 18% (2/11) das multiparas do Grupo OPU dos Experimentos 1 e 2,
respectivamente. Nas multiparas do Grupo BE ndo se observou nenhuma atresia do FD,
porém nas nuliparas a atresia foi observada em uma fémea préximo a remocao da P4 externa.
O processo de estatica folicular observado em ambos os experimentos, mas em maior
intensidade no Experimento 1 (nuliparas), evidencia que a maior parte dos FD se
desenvolveu rapidamente ap6s a inducdo da nova onda folicular, com uma alta taxa de
crescimento diaria, que ficou evidente a partir da observacdo dos tempos e do tamanho do
futuro FD nos eventos anteriores a remoc¢édo, que foram mais precoces, em tempo, e com
futuros FDs maiores nas fémeas demonstraram um comportamento de estatica folicular. Este
fendmeno foi mais presente nos Grupos OPU de ambos os experimentos, porém nas
nuliparas com maior proporcéo, e possivelmente em maior intensidade, pois fémeas do

Grupo BE também apresentaram o mesmo fendmeno. A possivel causa para este fato € que
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o FD atingiu tamanho e maturidade satisfatorias, provavelmente, antes da remocéo da P4. A
permanéncia dos niveis de progesterona acarreta a atresia em fémeas que falham em formar
um FD/FPO e ovular (QUIRK et al., 2004; STEVENSON & LAMB, 2016; STEVENSON
& PULLEY, 2016; WILTBANK et al., 2012). Neste estudo, a presenca de P4 pode ter
influenciado o crescimento do FD de nuliparas e multiparas que demonstraram o
comportamento de estatica folicular, reduzindo potencialmente o tamanho do FPO desta
onda, como ja demonstrado (GOMEZ-LEON et al., 2019a; MARTINS et al., 2014;
STEVENSON & LAMB, 2016; WILTBANK et al., 2012). Um dos possiveis motivos que
justificaria a ocorréncia deste fenbmeno com uma maior prevaléncia nas nuliparas, é que
esta categoria animal apresenta preponderantemente um padrdo de dindmica folicular com a
formagdo de trés ondas foliculares no intervalo interovularério (ADAMS et al., 2008;
FORDE et al., 2011; FORTUNE, 1993; JAISWAL et al., 2009). Portanto, esta categoria
tende a apresentar um padréo de onda folicular mais curto, e consequentemente com a
formacéo de FDs menores em um intervalo de tempo menor do que fémeas com o padréo de
duas ondas foliculares (ADAMS et al., 2008; FORDE et al., 2011; DRIANCOURT, 2000;
GOMEZ-LEON et al., 2019b; JAISWAL et al., 2009). Desta forma, deve-se readequar a
duracdo do periodo de permanéncia do inserto de progesterona em ambos 0S grupos que
compuseram este experimento, talvez em 12 a 24 h, sobretudo para o Grupo OPU na
categoria de nuliparas.

Em ambos os grupos (BE e OPU) e nos dois experimentos (Experimento 1 e 2), tanto
0 intervalo do estro como da ovulacdo apos a remocgéo da fonte de P4 foram em média
proximos as distribuicdes observadas nos trabalhos que utilizaram o CE como indutor de
ovulagio (SALES et al., 2012; TORRES-JUNIOR et al., 2014; USLENGHI et al., 2014).
No Experimento 1, as nuliparas do Grupo OPU apresentaram 0s sinais de estro cerca de 12

horas ap0s as nuliparas do Grupo BE. Este acontecimento pode estar associado ao rapido
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crescimento folicular (taxa de crescimento) diario destas fémeas, e do possivel efeito
deletério de um atraso na remocao da P4 possa ter causado nestes FDs (GOMEZ-LEON et
al., 2019a; MARTINS et al., 2014; STEVENSON & LAMB, 2016; WILTBANK et al.,
2012). A observacgédo de ovulages tardias ndo teve relacdo comprovada com o fenémeno
estatica folicular do FD, pois houve ovulacGes tardias (apds 72 h) em fémeas com ou sem a
manifestacdo de tais caracteristicas. Porém, o periodo de maior diferenga entre os intervalos
de tempo foi o intervalo P4-E, o que poderia estar associado a um efeito deletério da P4 nos
eventos apos a remocao da P4 e a aplicacdo de indutor de ovulagdo, mesmo que estas fémeas
ndo tenham sofrido o fenémeno de estatica folicular do FD. As distribui¢des das ovula¢des
ocorreram nas primeiras horas nas nuliparas devido a maior taxa de crescimento folicular
diério, pelo fato do FPO ja estar mais proximo de um tamanho responsivo ao LH (GIMENES
etal., 2008; HUNTER et al., 2004; SARTORI et al., 2001), com esta categoria apresentando
normalmente um padrdo de onda com uma duragdo mais curta do que as multiparas
(ADAMS et al., 2008; FORDE et al., 2011; FORTUNE, 1993; JAISWAL et al., 2009).
Mesmo com a observagdo em menor intensidade dos fendmenos de estatica folicular e de
ovulac@es tardias nas fémeas multiparas (Experimento 2), o efeito deletério da fonte de P4
possivelmente prejudicou estes animais nos eventos proximos e posteriores a remogéo da P4
e aplicacédo do CE.

Historicamente, conceitos séo revistos e descobertas sdo feitas, que nos levam ao
aprimoramento das biotécnicas reprodutivas, pois o constante questionamento e a realizacdo
de novos experimentos com base nestas atualizacdes podem elucidar davidas que, até o
presente momento, ndo tinhamos como sana-las. Portanto este trabalhou visou a comparagao
de duas metodologias bem estabelecidas de indugdo a uma nova onda folicular, com o intuito
de buscar informacdes adicionais acerca da fisiologia ovariana e da dindmica folicular em

resposta a intervencBes que possam auxiliar na melhoria destes processos em prol das
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diversas biotécnicas que utilizam estes procedimentos regularmente. No experimento com
fémeas nuliparas, o método hormonal (BE) apresentou falhas na inducao de uma nova onda
folicular, sem diferengas quanto ao niumero de fémeas ovulando em comparagdo com o
Grupo OPU (método fisico). Esta categoria animal, e em especial o grupo da aspiracao
folicular, parece ter sofrido consequéncias negativas pela permanéncia mais prolongada do
dispositivo de P4, o que possivelmente afetou o desenvolvimento de FD, reduzindo a taxa
de ovulagdo. No experimento com as fémeas multiparas, houve uma menor diferenca entre
0s grupos, ndo ocorrendo falhas na inducéo da nova onda folicular, com apenas duas vacas
ndo ovulando ao final das observacdes, em cada grupo experimental. A permanéncia da P4
exogena também pode ter prejudicado esta categoria, porém em uma menor intensidade se
comparada as nuliparas. Se considerarmos que o sucesso em protocolos de sincronizacao de
estro e da ovulacéo inicia com a correta inducdo de uma nova onda folicular e subsequente
ovulacdo do FPO, a taxa de ovulacdo dentro de uma janela fisiologica esperada, por
conseguinte, representa tal sucesso. No Experimento 1, obtivemos uma taxa de ovulagédo de
58,8% nas nuliparas do Grupo BE, com 70,6% induzindo uma nova onda e 83,3% ovulando.
No Grupo OPU obtivemos uma taxa de ovulacdo de 64,7% (100% induzidas e 64,7%
ovulando). No Experimento 2, as taxas foram idénticas entre os grupos, ja que 100% das
multiparas induziram uma nova onda e 81,8% ovularam em ambos os grupos, alcancando
uma taxa de ovulacao de 81,8%, o que corrobora com estudos anteriores em bovinos de corte
(BARUSELLI etal., 2017b; BO et al., 2016). Futuros estudos deveréo levar em conta ajustes
no protocolo utilizado para que seja alcangado sucesso repetivel, integral e previsivel da
inducdo da nova onda folicular de forma sincrona entre fémeas nuliparas e multiparas de

corte.
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7. CONCLUSOES
Os resultados deste estudo nos permitem concluir que:

a) Houve falhas na indugdo da sincronizacgéo da onda folicular ovariana pelo uso de benzoato
de estradiol no inicio do protocolo hormonal de sincronizagéo do estro e da ovulagdo em
fémeas nuliparas bovinas de corte ciclicas, mas ndo em fémeas multiparas, o que reduziu
a eficiéncia do protocolo em termos de taxa final de ovulagéo.

b) A ablacdo folicular ovariana pela OPU induziu uma nova onda folicular em todas as
fémeas, e de forma temporalmente sincrona e homogénea, quando comparada ao uso de
benzoato de estradiol em protocolos de sincronizagédo do estro e da ovulacdo em fémeas
bovinas de corte nuliparas e multiparas ciclicas.

c) A permanéncia ligeiramente mais prolongada (12 a 24 h) do inserto intravaginal de
progesterona pode ter contribuido com a reducédo da taxa final de ovulagdo, em especial
em fémeas nuliparas e no grupo OPU, por causar a atresia ou um comportamento de

estatica folicular do FD, reduzindo o nimero de fémeas que ovularam.
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8. PERSPECTIVAS

As observacg6es deste trabalho permitem reforgar o conhecimento de que ambos 0s
métodos sdo eficientes na indugdo de uma nova onda folicular. Porém, confirmamos que ha
falhas no processo que permitem ainda uma margem para a melhoria da eficiéncia da
inducdo. O método hormonal apresentou uma menor taxa de sucesso na categoria das
nuliparas, mas novos experimentos deverdo ser realizados, readequando o periodo de
permanéncia do dispositivo de P4 e a aplicagéo de indutor de ovulacdo, para que se elimine
este fator que pode ter influenciado nas respostas de todas as fémeas em ambos 0s grupos e
experimentos. O uso de protocolos hormonais é amplamente utilizado na prética, possuindo
6timos resultados, principalmente em protocolos de IATF e TETF. Porém, sob o ponto de
vista da produgéo de embrides, seja in vivo ou in vitro, a necessidade de melhores resultados
é premente, pois a variabilidade de resposta de doadoras aos protocolos de SOV permanece
sendo um problema nas técnicas de MOET e OPU-PIV. Pequenas melhorias poderdo se
refletir em vantagens técnicas e econdmicas. Devido ao alto valor genético, e por serem
técnicas que demandam um maior investimento do que as outras, qualquer incremento na
eficiéncia se torna economicamente justificavel.

O grupo tem perspectivas de testar os grupos experimentais deste estudo em
protocolos de SOV/MOET, ap6s algumas modificacdes, conforme abaixo. Consideramos
que, se obtivermos uma eficiéncia proxima de 100% na indu¢do de uma nova onda folicular,
sincrona entre as doadoras, e se iniciarmos o protocolo hormonal para superestimulacéo
ovariana em tempo e dose adequados, deveremos observar uma diferenca entre os dois
métodos quanto ao numero de fémeas responsivas ao tratamento superovulatorio e quanto
ao numero de estruturas viaveis coletadas ao final do procedimento. Readequacdes deverédo
ser realizadas na formacdo dos grupos, como por exemplo, pela segregacdo de fémeas

homogeneamente quanto a dindmica folicular no inicio do protocolo hormonal, certificando-
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se da presenca das trés categorias da dindmica folicular (recrutamento, sele¢do e dominancia)
nos grupos experimentais, a fim de obtermos resultados que nos permitam verificar se existe
efeito da fase da dindmica na inducdo da onda subsequente, e no momento da nova
emergéncia folicular. Da mesma forma, deveremos procurar realizar novos experimentos
com um numero maior de animais e/ou com repeticdes, invertendo os animais entre 0s
grupos experimentais apos devido tempo. Também, deve-se incluir nos estudos, se possivel,
a mensuragdo de hormodnios, como o estradiol e a progesterona em momentos chave do
protocolo experimental. Por fim, deve-se incluir a contagem de foliculos antrais <5 mm
(AFC, antral follicle count), incluindo uma possivel mensuragdo de AMH como fator de
selecdo de fémeas com maior potencial como doadoras, utilizando a contagem de foliculos
<5 mm como critério de selecdo das fémeas para 0s grupos experimentais.

A realizacdo de experimentos testando as respostas destes dois métodos em
protocolos de MOET/SOV e OPU-PIV, com e sem o uso do FSH, é outra possibilidade
almejada pelo grupo. Outro aspecto se refere a associacdo dos métodos hormonal e fisico,
aplicando BE concomitante a ablacéo folicular, para verificar se é possivel uma resposta
mais efetiva e sincrona da indugdo de uma nova onda folicular. Por fim, expandir estas
experimentacGes para bovinos leiteiros seria interessante, devido as particularidades
fisiologicas e metabdlicas destes animais, quando em niveis de producdo de maiores
demandas ao animal, em especial pelo enfoque no uso de horménios ndo esteroides, a

excecdo da progesterona.
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