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DINAMICA FOLICULAR E AVALIAGCAO DE
MANIPULAGAO HORMONAL EM BEZERRAS NELORE
VISANDO A PRODUGCAO IN VITRO DE EMBRIOES

RESUMO - O estudo da dinamica folicular de fémeas bovinas pré-
puberes e de estratégias de manejos reprodutivos que possibilitem a incluséo
desses animais na producéo in vitro de embrides (PIVE) podem acelerar o
ganho genético do rebanho pela diminuicdo do intervalo entre geracoes.
Monitorou-se por ultrassom, durante 18 dias, a dindmica folicular de 10
bezerras Nelore de 2-3 meses de idade. Foram detectadas até 3 ondas de
crescimento folicular anovulatérias com 31,4 + 3,45 foliculos visiveis, onde os
foliculos dominantes possuiam didmetro maximo de 3,03 + 0,17mm.
Adicionalmente, avaliou-se um tratamento hormonal sobre a Ovum Pick Up
(OPU)/PIVE de 9 bezerras Nelore de 4-7 meses de idade, em delineamento
cross-over. O Grupo Tratado-GT (n=9. Dispositivo de Progesterona, Benzoato
de Estradiol, FSH e LH) apresentou aumento na populacao folicular (20,0 %
4,95 em DO vs 26,66 * 4,24 em D7), de foliculos 22,5mm (4,11+1,96 em DO vs
11,55 + 4,09 em D7), no numero de foliculos aspirados (95 vs 152,
respectivamente para o Grupo Controle-GC; n=9 e GT), porém sem aumentar o
namero de blastocistos em D7 (3 vs 9, respectivamente para GC e GT) e o
namero de embrides por fémea doadora (0,33 vs 1,0, respectivamente para GC
e GT). Concluindo, apesar das bezerras Nelore avaliadas apresentarem
diametros foliculares menores, o padrao de ondas foliculares e o numero de
foliculos detectados foram similares aos reportados em fémeas Zebu, em
atividade reprodutiva. O tratamento hormonal aumentou a populagéo folicular e
o numero de foliculos aspirados, porém nédo se verificou a viabilizacao da PIVE
pelo seu uso nestes animais.

Palavras-chave: estimulagdo hormonal, fémeas pré-puberes, OPU, PIVE.
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FOLLICULAR DYNAMICS AND EVALUATION OF A HORMONE
TREATMENT IN NELORE CALVES FOR IN VITRO EMBRYO PRODUCTION

ABSTRACT - The study of prepubertal bovine follicular dynamics and
the reproductive management investigation for including these animals on in
vitro embryo production (IVP) could be an alternative for accelerating genetic
gain by reducing the generation interval. Follicular dynamics was monitored
daily by ultrasound in ten Nelore calves (2-3 months of age), during 18
consecutive days. A successive anovulatory follicular wave-like pattern was
identified, where until 3 follicular growth waves were detected with 31.4 + 3.45
follicles and dominant follicles maximum diameter of 3.03 = 0.17 mm.
Additionally, a hormonal treatment for Ovum Pick Up (OPU)/IVP in 9 Nelore
calves (4-7 months of age) were evaluated in a cross-over design. The treated
group - TG (n=9. Progesterone, Estradiol Benzoate, FSH and LH) had the
follicular population increased (20.0 = 4.95 in DO to 26.66 + 4.24 in D7) as the
follicles 22,5 mm number (4.11 £ 1.96 in DO to 11.55 £ 4.09 in D7) and even the
aspirated follicles number (95 vs 152, respectively for control group — CG; n=9
and TG). However, the number of blastocysts in D7 (3 vs 9, respectively for CG
and TG) and the number of embryos per donor (0.33 vs 1.0, respectively for CG
and TG) were not increased by the treatment. In summary, despite the Nelore
calves showed smaller follicular diameters, the follicular wave pattern and the
number of follicles were similar to those results reported in Zebu females, in
reproductive activity. The hormonal treatment increased the follicular population
and the aspirated follicles number, but it was not verified that IVP was enabled
by its use in those animals.

Key Words: hormonal treatment, prepubertal bovine female, OPU, IVP.
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1. CAPITULO 1 — CONSIDERACOES GERAIS

1. Introducao

O Brasil possui 0 maior rebanho bovino comercial do mundo, com
aproximadamente 198,7 milhdes de animais (ANUALPEC, 2014).
Aproximadamente 80% deste rebanho € composto por animais zebuinos (Bos
taurus indicus), que possuem caracteristicas de rusticidade e adaptacdo as
condicOes da pecuéaria do pais.

O desenvolvimento das técnicas de reproducdo assistida (TRA)
aplicadas em animais permitiu um avango na otimizacao e na multiplicacao de
animais de interesse, contribuindo tanto para a produgdo quanto para a
conservacao animal (MARTINS et al., 2011). A utilizagdo de técnicas como a
transferéncia de embrides (TE) e a producao in vitro de embriées (PIVE), em
matrizes de elevado mérito genético aumenta consideravelmente o nimero de
produtos/vaca/ano comparado a producado fisiolégica de uma fémea. Além
disso, a PIVE permite a utilizacdo de fémeas com problemas de monta
adquiridos, assim como o uso de fémeas fora da idade reprodutiva (animais
senis ou pré-puberes; SARTORI et al., 2010). A PIVE no Brasil, antes utilizada
somente para fins de pesquisa, apés seu incremento, possibilitou o pais se
tornar o maior produtor de embrides in vitro do mundo (VIANA et al., 2010).

Assim, a inclusdao de fémeas pré-puberes na PIVE pode diminuir o
intervalo de geragdes, acelerando o ganho genético do rebanho (LOHUIS,
1995). Apesar disso, diversas barreiras tém sido encontradas para a utilizacao
desses animais, sendo que estudos indicam uma menor competéncia
apresentada pelos ovocitos provindos de bezerras, sugerindo deficiéncia no
citoplasma ovocitario (LEVESQUE & SIRARD et al. 1994; ARMSTRONG, 2001;
SALAMONE et al. 2001).

Estudos mais detalhados das caracteristicas reprodutivas de fémeas
pré-puberes envolvendo endocrinologia, caracteristicas ovarianas e foliculares,

assim como de métodos que melhorem as condi¢cdes para coleta de ovdcitos e
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a PIVE, podem trazer importantes informagdes para incrementar a técnica e
permitir a utilizacdo desses animais, tanto como modelos para pesquisa, como

futuramente no setor produtivo.

1.1 Endocrinologia da reproducao de fémeas bovinas pré-puberes

A atividade ovariana é regulada por processos que envolvem fatores
intrafoliculares e sinalizagdo extraovariana, tendo as gonadotrofinas importante
papel (OLIVEIRA, 2011). Desde o nascimento as fémeas bovinas ja sao
capazes de produzir e liberar o FSH (Horménio Foliculo Estimulante), portanto,
ja apresentam ondas foliculares ovarianas. Porém, essas ondas nao chegam a
ovulacao até que se atinja a puberdade (EVANS, et al. 1995). Em animais pré-
puberes, pequena quantidade de E, (Estradiol) secretada pelos foliculos
ovarianos em bovinos é responsavel pela supressao da secrecao pulsatil de LH
(Horménio Luteinizante) e o hipotalamo possui uma sensibilidade excessiva a
este hormdnio (EVANS et al., 1994, 1995; DAY et al., 1987). A concentracao de
E, tende a aumentar conforme a idade e, sua secre¢éo, associa-se com o final
da fase de crescimento do foliculo dominante (EVANS et al. 1994; 1995).
Proximo a puberdade, devido a uma maturagcdo cronolégica do eixo
hipotalamico-hipofisario, ha uma reversao do feedback negativo ao estradiol
para positivo, ocorrendo portanto, um aumento da pulsatilidade de LH a partir
do estimulo daquele horménio (RODRIGUES et al., 2002)

Antes da puberdade ha dois periodos de aumento da secrecao pulsatil
de LH, segundo Cardoso & Nogueira (2007): um ocorre no inicio da pré-
puberdade e outro que marca a transicdo para a peripuberdade. Evans et al.
(1994), avaliando fémeas bovinas de 2 a 36 semanas de idade, observaram
elevagao nas concentragées de FSH e LH entre 4 e 14 semanas de idade.
Especularam ainda que, esta elevacdo na secrecdo de gonadotrofinas,
estimulou 0 aumento do numero e do didmetro dos foliculos ovarianos
indicando ser esta idade uma etapa importante no desenvolvimento reprodutivo

dos animais.
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1.2 Foliculogénese ovariana e desenvolvimento folicular ovariano em
fémeas Bovinas

Segundo Erickson (1966 a,b) os foliculos antrais podem comecar a ser
visualizados aos 250 dias de gestacdo em um feto bovino fémea. Este autor
relatou que, ao nascer, uma bezerra pode possuir até 300.000 ovdcitos,
contendo poucos foliculos antrais detectaveis (7+2). Afirmou ainda que o
namero de foliculos antrais comeca a aumentar a partir da idade de dois meses
(49£10), havendo um decréscimo destes (331£9) aos oito meses de idade.

O desenvolvimento dos foliculos antrais em fémeas bovinas se da em um
padrdao de ondas de crescimento folicular, quando um foliculo cresce mais
(dominante) que os demais (subordinados) e pode posteriormente sofrer
atresia ou ovular (em fémeas pds-puberes), seja em animais de origem
européia (Bos taurus taurus, PIERSON & GINTHER, 1988; SAVIO et al., 1988
e SIROIS & FORTUNE, 1988) como nos de origem indiana (Bos taurus indicus,
RHODES et al., 1995; FIGUEIREDO et al., 1997, GAMBINI et al. 1999; VIANA
et al., 2000; GINTHER et al., 2003 e SARTORI & BARROS, 2011). Estas ondas
de desenvolvimento dos foliculos aparecem tanto em fémeas pds-puberes
(duas ou trés ondas até a ovulagdo) quanto em fémeas pré-puberes
(crescimento continuo de foliculos; ADAMS et al., 1994 e EVANS et al., 1994).
Em animais pré-puberes a atividade de hormdnios reprodutivos é imatura,
fazendo com que os foliculos dominantes possuam seu diametro maximo
reduzido (préximo a 5mm em bezerras Nelore de 60 a 90 dias de idade;
MALARD et al, 2001; e 9,4x0,3mm em novilhas de aproximadamente 22
meses; REIS et al, 2005) comparado ao de fémeas Nelore adultas
(11,3+£0,35mm em vacas; FIGUEIREDO et al., 1997).

Durante o ciclo estral, ha um desenvolvimento dos foliculos pré-antrais
seguido da formacao do antro e do crescimento dos foliculos antrais. A maioria
desses foliculos nao sera capaz de continuar seu crescimento durante o ciclo
estral, entrando assim em processo de atresia. A duracdo total do

desenvolvimento de foliculos primordiais até ovulatérios € estimado em 180
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dias na vaca, sendo que 42 dias correspondem ao periodo de crescimento do
foliculo antral a ovulatério (LUSSIER et al. 1987).

e Foliculo pré-antral

Os foliculos ovarianos sao formados durante a vida fetal, quando o ovdcito
€ envolvido por uma Unica camada de células da granulosa (CG) achatadas,
essas células se tornam cuboidais e comegcam a expressar marcadores de
proliferacao celular. Foliculos com células achatadas e cuboidais sao
frequentemente observados in vivo, e a transicdo do estagio primordial ao
primario pode ser longa. O segundo estagio comega com o desenvolvimento da
segunda camada de CG, progride através da adicdo de até seis ou sete
camadas, e termina com o desenvolvimento gradual de uma cavidade antral
com um diametro folicular de cerca de 250um (WANDJI et al., 1996, 1997).

Os estagios dos foliculos pré-antrais sao definidos como primordial,
primario, pequeno pré-antral (30-90um), pré-antral com tamanho médio (90-
150um) e grande pré-antral (150-220um; FORTUNE, 2003).

Tém-se afirmado que o desenvolvimento de foliculos pré-antrais é
independente de gonadotrofinas, regulado predominantemente por fatores
intra-ovarianos (GONG et al., 1996; WANDJI et al., 1992; FORTUNE et al.,
2000). Porém, RNAm para receptores de FSH (FSHr) foram detectados em
foliculos com apenas uma ou duas camadas de CG (BAO & GARVERICK,
1998), além disso, observou-se um crescimento folicular pré-antral apds a
adicdo de FSH ao meio de cultura, sugerindo um papel coadjuvante do
horménio neste estagio (MCNATTY et al, 1999; GUTIERREZ et al., 2000).
Com relacao ao LH, foi observada a expressdao de RNAm para seus receptores
(LHr) pela primeira vez quando a teca interna é formada ao redor das células
da granulosa (BAO e GARVERICK, 1998).

No entanto, sdo ainda pouco entendidos os mecanismos que controlam a
ativagdo de foliculos ovarianos em animais de interesse zootécnico. Sabe-se,
por exemplo, que esta ativacao esta relacionada com mecanismos autocrinos e
paracrinos e que fatores ativadores se originam das células da granulosa, que
circundam o ovécito e do proprio ovdocito (BINELLI et al., 2009). Mcnatty et al.
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(2007) identificaram alguns destes fatores envolvidos no desenvolvimento
inicial de foliculos, como o BMP15 (Bone Morphogenetic Protein15) e o GDF9
(Growth-Differentiation Factor 9), relatando que a auséncia ou deficiéncia
destes leva ao bloqueio no inicio da foliculogénese e influencia, inclusive, a
taxa de ovulagdo de ovelhas. Outros fatores também sao relatados como
associados a esta fase de crescimento folicular (Ex.: ativina-A, Hulshof et al.,
1997; inibina, Wrathal e Knight, 1995; e folistatina, Glister et al., 2006). Hulshof
et al. (1997) demonstraram em bovinos que a ativina-A, associada ao FSH,
estimula o crescimento de foliculos pré-antrais. Além disso, a ativina-A é
descrita como um fator de sobrevivéncia de foliculos inclusos no tecido
ovariano (SILVA et al., 2006).

e Foliculo antral

A maioria dos animais domésticos possui o desenvolvimento folicular em
padrdo de ondas e segundo Evans et al. (1994), bezerras a partir de 2
semanas de idade ja desenvolvem ondas de crescimento folicular similares as
de fémeas adultas. A din&mica folicular de vacas Nelore é caracterizada
predominantemente por duas ou trés ondas foliculares (FIGUEIREDO et al.,
1997; SARTORI & BARROS, 2011). O nimero de ondas ¢é influenciado pelas
concentragdes periféricas de inibina-A e FSH, sendo este o responséavel pelo
intervalo para emergéncia da onda subsequente através de um aumento da
sua secrecao (HAFEZ & HAFEZ, 2004) e o crescimento do foliculo antral a
partir de 2mm de diametro estd sob controle de gonadotrofinas (FSH;
CAMPBELL et al., 1995).

1.3 Coleta de ovécitos em bezerras

Diversas formas de coleta de ovocitos em bezerras tém sido descritas,
como aquela através de laparatomia (MALARD et al., 2001), laparoscopia
(ARMSTRONG et al., 1994; TANEJA et al., 2000; KAUFFOLD et al., 2005), de
aspiracdo transvaginal com a auxilio da ultrassonografia (probe transvaginal
curvilinea adaptada a partir da de uso em humanos, PRESICCE et al., 1997); e

de guia de aspiracdo orientada por ultrassonografia transvaginal, esta ultima
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utilizada em novilhas pré-puberes de idade mais avancada (10 a 12 meses de
idade, SNEL-OLIVEIRA et al., 2003).

Uma forma de coleta adequada para bezerras de até 7 meses de idade
€ a laparoscopia, levando-se em consideracdo o menor porte dos animais, a
funcionalidade da técnica e a breve recuperacdo do animal apdés o

procedimento.

1.4 Producao in vitro de embrioes em fémeas pré-puberes

e Estimulagdo hormonal

Considerando a possibilidade de inclusdo de bezerras jovens em programas
de PIVE (Producéo in vitro de Embrides), protocolos hormonais sdo utilizados
visando aumentar o numero e o tamanho dos foliculos a serem aspirados nas
OPUs (Ovum pick-up), para promover a sincronizagdo do melhor momento
para a recuperacao de ovécitos e ainda se buscar melhorar a competéncia
ovdcitaria in vivo pela ativacéo de processos biosintéticos (ARMSTRONG et al,,
2001). Ha, porém, grande variabilidade de resultados e alguns estudos
relataram que a utilizacdo de protocolos com FSH em bezerras (Bos taurus
taurus) de 2,5 a 5 meses aumentou o numero de foliculos nos ovarios (de 23,4
+ 6,1 para 55,1 £ 16,1; TANEJA et al., 2000), dobrou a recuperacao de ovécitos
por doadora (de 19 para 40, REVEL et al., 1995 e de 37 para 71, EARL et al.,
1998), aumentou de 2 a 4 vezes a producédo de blastocistos por doadora (de
1,4 para 3,3, REVEL et al,, 1995 e de 3 para 12, EARL et al, 1998) com
variacao de 2,4 a 12 blastocistos produzidos por doadora (REVEL et al., 1995;
TERVIT, 1996; EARL et al., 1998) e porcentagens de prenhez entre 4% e 33%
(KAJIHARA et al, 1991; ARMSTRONG et al., 1992; REVEL et al., 1995;
KAUFFOLD et al., 2005). Taneja et al. (2000) observaram ainda que existe
uma alta correlagéo (r=0,95) entre a quantidade de foliculos observada antes e
apoés a estimulacdo hormonal. Portanto, animais que se apresentam com maior
populacao de foliculos antrais nos ovarios pré-estimulacao produzirdao melhores
respostas apo6s o estimulo hormonal.
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Avaliando-se alguns estudos, verifica-se que a maturacdo in vivo de
ovocitos pode ser induzida expondo-se os foliculos responsivos sob a acao de
um pico de LH enddgeno ou exdgeno, em um intervalo apropriado antes da
OPU (VOS et al., 1996, DOCCHIO et al., 1997 e PRICE, 1999).

Porém, a dificuldade em promover esta adequada exposicdo hormonal é
prever precisamente quando ocorre a liberacdo do LH e assim poder coletar os
ovécitos no momento mais adequado. Procurando controlar este pico de LH,
em alguns trabalhos (ARMSTRONG et al., 1997; EARL et al., 1998) foram
utilizados pessarios de progestagenos (induzem feedback negativo sobre a
secrecdo de gonadotrofinas) e, no momento da retirada destes dispositivos,
foram aplicados LH ou GnRH nas fémeas para estimular a maturacao
ovocitaria. Este protocolo resultou em uma grande variacdo no grau de
maturacdo dos ovocitos recuperados de bezerras 24h apds as injecoes,
produzindo ovécitos maduros nas proporcdes de 43% no tratamento com LH e
69% no tratamento com GnRH. A efetividade no uso destes pessarios de
progestdgenos depende do equilibrio entre a vantagem da supressao
momentdnea do LH visando sincronizar a maturacdo ovocitaria e a
desvantagem do bloqueio concomitante do FSH, que, por consequéncia, reduz
0 numero de ovocitos recuperados. Earl et al. (1998), buscaram alternativas
para evitar este efeito supressério dos progestagenos sobre o FSH em
bezerras reduzindo os estimulos de FSH de 3 para 1 ou 2 dias. Esta reducgao
no estimulo do FSH resultou na recuperacédo de ovdécitos imaturos de foliculos
antes que estes disparassem o pico de LH. Os autores utilizaram ainda este
regime abreviado de FSH sem progestagenos para programar um grupo de
bezerras de 2,5 - 3,5 meses de idade selecionadas com base na observagao
laparoscépica de 225 foliculos, antes do tratamento com FSH. A maturacéo e a
fecundacdo in vitro resultaram em 19 * 5 blastocistos, com uma taxa de
blastocisto de 37% dos ovdcitos recuperados. Os embrides transferidos
resultaram em uma taxa de prenhez (aos 45 dias) de 50%, com uma média de
5,6 prenhezes por bezerra doadora. Houve perda embrionaria de 30% e as

prenhezes resultaram entdo em uma média de nascimento de 4 produtos por
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doadora/OPU.

Earl et al. (1998), visando estimular o desenvolvimento folicular de bezerras
de 1,5 a 2 meses de idade, administraram FSH e eCG (em unica aplicagao) e
acrescentaram ainda a administracdo de LH para promover a maturagéo in
vivo dos ovocitos. Com este tratamento foi obtida 43% de taxa de maturacao
ovocitaria em relacdo ao numero total de ovécitos recuperados. Malard et al.
(2001a,b) utilizaram protocolo hormonal com dispositivo de progestageno, e
administracdo de FSH (dose unica) e LH (18 horas antes da OPU) em bezerras
Nelore de 2 a 3 meses de idade, ndo obtendo diferencas entre o grupo tratado
e o controle com relagéo ao numero de ovécitos obtidos.

Diversos tratamentos hormonais tém sido usados tanto em animais pré-
puberes e pds-puberes com o objetivo de obter mais e melhores ovécitos para
PIVE. Observa-se, porém, que bezerras requerem uma menor dose hormonal
se comparadas aos animais adultos (TANEJA et al., 2000), o que pode se dar
devido simplesmente a uma menor massa corporal e/ou por uma melhor
resposta ovariana (ARMSTRONG et al., 1997). Em fémeas adultas a utilizacao
de FSH aumentou em média 60% a taxa de blastocistos na PIVE e, uma taxa
de 80% foi observada apés a administracdo de LH, seis horas antes do
procedimento de aspiracao folicular (BLONDIN et al., 2002).

e Competéncia ovocitaria

A competéncia ovocitaria se refere a habilidade do ovocito para ser
fecundado e desenvolver-se até um embrido em um determinado estagio e se
completa até o embridao ser capaz de estabelecer uma prenhez que leve ao
nascimento de um produto normal (ARMSTRONG et al., 2001; SIRARD et al.,
2006). As etapas desta habilidade incluem a meiose, a clivagem a partir da
fecundacao para se desenvolver em um blastocisto, a inducao da prenhez até
gerar um produto saudavel e, cada uma destas etapas sdo eventos que, uma
vez concluidos, por si, nao asseguram o sucesso da fase seguinte (SIRARD et
al., 2006).

O ovécito adquire competéncia sequencialmente ao longo do

desenvolvimento folicular ovariano. Em fémeas pds-puberes esta competéncia
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do ovdcito € atingida a partir do estagio final de crescimento do foliculo pré-
ovulatério. Isto se da por influéncia da secrecdo em pico de horménios
gonadotréficos pela hipofise, particularmente pelo LH, disparada por um
mecanismo de feedback positivo a partir do foliculo maduro e que age sobre o
eixo hipotalamico-hipofisario do animal (ARMSTRONG et al, 2001). Este
processo de maturacdo pode ainda ocorrer espontaneamente quando o0s
ovocitos sdo removidos de seus foliculos, sendo que varios fatores podem
interferir no sucesso da maturagdo, tais como a qualidade do ambiente
folicular, tamanho do foliculo de origem, morfologia do Complexo Cumulus-
Ovécito (COC), condicbes de maturacdo e principalmente a competéncia
ovocitaria (DODE, 2006).

Nos bovinos, o ovécito comeca a adquirir competéncia a partir dos 110-
115 um (FAIR et al. 1995 e OTOI, 1997), a partir da formacao do antro folicular
(HENDRIKSEN et al., 2000), existindo uma correlacdo entre competéncia do
ovocito, seu didmetro e o tamanho do foliculo do qual se originou. Caixeta et al.
(2009), coletou e mensurou ovocitos de vacas obtidos de foliculos com
diferentes diametros e observou que foliculos de 1,0-3,0mm continham
ovoécitos menores do que os de outras categorias (>3,1mm). Caixeta et al.
(2009) verificaram, por exemplo, que foliculos de 1-3mm apresentavam
ovocitos de até 124um e foliculos maiores que 8,0 mm possuiam ovécitos com
cerca de 129um. Segundo Armstrong (2001), ovécitos provindos de bezerras
sdo menos competentes comparados aos de adultos. O estudo realizado por
Kauffold et al. (2005) demonstrou que o desenvolvimento da competéncia de
ovocitos de bezerras taurinas de até dois meses de idade, também depende
dos diametros dos foliculos dos quais estes se originam. Estes autores
relataram para bezerras Holandesas, que ovocitos provindos de foliculos
>8mm de didmetro possuiam um maior potencial de desenvolvimento, se
comparados aos de foliculos médios e pequenos. Assim, ovécitos oriundos de
foliculos de maior diametro foram mais competentes que sua contraparte de
foliculos menores (CAIXETA et al., 2009).
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Considerando que a capacidade de se tornar blastocisto in vitro se da
quando o foliculo atinge o didmetro de 3mm, quando os ovécitos foram
coletados a partir de foliculos menores houve um comprometimento no
progresso destes na PIVE (BLONDIN et al. 1995; 1997). Foi relatado que as
taxas de clivagem e blastocisto foram maiores em embrides derivados de
ovocitos isolados de foliculos com diametro >6mm (CAIXETA et al. 2009) e a
taxa de desenvolvimento embrionario a partir de ovocitos de bezerras foi
reduzida, quando comparada as taxas obtidas a partir de ovécitos de vacas
(10-15% vs 30-40%; TANEJA et al., 2000; OROPEZA et al., 2004; ZARAZA et
al., 2010).

Kauffold et al. (2005) relataram que a utilizagcdo de ovocitos de animais
pré-puberes, mesmo que coletados de foliculos grandes, deveria ser melhor
investigada, pois estudos demonstraram que mesmo obtendo-se blastocistos
intactos, a taxa de sucesso apoés a transferéncia de embrides ainda foi baixa.

Diederich et al. (2012), demonstraram através de estudo com ovdcitos
de fémeas pré-puberes e adultas, que o tratamento com FSH e IGF1 antes da
OPU torna o estado epigenético do ovocito mais proximo ao de um ovécito de
um animal adulto n&o tratado.

Gandolfi et al. (1998) concluiram que o didmetro dos ovocitos em
bezerras foi menor comparado ao de vacas (118,04%+1,15 vs 122,8310,74
microns). Além disso, estes auotres demonstraram diferengas no metabolismo
de glutamina e piruvato durante a MIV (maturacdo in vitro) e na sintese de
proteinas (mensurado através de [35S] metionina e [35S] cisteina),

relacionando estes aspectos com a menor competéncia dos ovocitos.

1.5 Desenvolvimento folicular em Bos taurus taurus vs Bos taurus indicus

As fémeas zebuinas, em média, apresentam um maior nimero de
foliculos ovarianos do que as taurinas, o que favorece o aumento da
recuperacdo de ovocitos por coleta nestes animais (SENEDA et al.,, 2000;
VIANA et al., 2007; SILVA-SANTOS et al., 2011). Silva-Santos et al. (2011)
avaliando cortes histolégicos de ovarios de fetos, de novilhas e de vacas Bos
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taurus indicus vs Bos taurus taurus, concluiram que existe muita variacao
individual quanto ao numero de foliculos ovarianos e que a maior recuperacao
durante as coletas de ovécitos (OPUs) de zebuinos comparada a de taurinos
ndao seria devido a uma maior reserva ovariana de foliculos pré-antrais
(primordiais, primarios e secundarios) naqueles animais. Os autores
consideraram que esta diferenca deveria estar relacionada a mecanismos de
controle de desenvolvimento folicular que se dao apdés a fase pré-antral
(foliculos antrais, que compreendem os foliculos terciarios — sejam
subordinados ou dominantes — e foliculos pré-ovulatérios). Os foliculos pré-
antrais representam cerca de 90% de toda a populacao folicular (SILVA et al.,
2003) e durante o estagio de foliculo pré-antral os ovécitos aumentam de
volume, passando de cerca de 20 um de diametro (foliculo primordial) para
aproximadamente 120 um (foliculo pré-ovulatério, SALHA et al., 1998).

A maior recuperacao de ovécitos em zebuinos € um dos fatores que
justificam a lideranga do Brasil na producéao in vitro de embrides uma vez que,
80% de seu rebanho bovino (ABIEC, 2015), sao representados por animais da
raca Nelore (Bos taurus indicus). Apenas como estimativa de alguns resultados
da PIVE em programas comerciais no Brasil, Pontes et al. (2011) avaliaram
656 OPUs (realizadas em 9 procedimentos com intervalos < 15 dias) em 317
vacas e novilhas doadoras Nelore, recuperando 20.848 ovdcitos, sendo 75%
destes viaveis (15.747) e produzindo 5.398 embrides transferidos que
resultaram 36,57% (1.974) em prenhezes aos 30 dias e 33,12% (1.788) em
prenhezes aos 60 dias. Assim, os autores observaram para cada OPU e/ou
PIVE (média £ erro padrdao da média), valores de 30,84 + 0,88 ovdcitos totais;
23,35 + 0,7 ovdcitos viaveis e 8,1 + 0,3 embrides, que resultaram em 3,0 £ 0,1
prenhezes.

A maior parte dos estudos realizados em animais pré-puberes é feita em
bezerras Bos taurus taurus, principalmente da raca Holandesa e, pela
importancia da subespécie Bos taurus indicus na atividade pecuaria brasileira,
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€ necessario se conhecer melhor os aspectos reprodutivos também de

bezerras zebuinas.

1.6 Objetivos

Os objetivos deste estudo foram:

- Avaliar as caracteristicas ovarianas e a dinamica folicular de bezerras
Nelore (Bos taurus indicus), pré-puberes de 2 a 3 meses de idade.

- Avaliar um protocolo de tratamento hormonal (dispositivo de
Progesterona, Benzoato de Estradiol, FSH e LH) sobre as caracteristicas
ovarianas e a OPU/PIVE de bezerras Nelore (Bos taurus indicus), de 4 a 7

meses de idade.
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2. CAPITULO 2' — DINAMICA FOLICULAR OVARIANA EM BEZERRAS
NELORE (Bos taurus indicus) DE DOIS A TRES MESES DE IDADE

RESUMO - O objetivo do trabalho foi monitorar por ultrassom, durante
18 dias, a dindmica folicular de 10 bezerras Nelore de 2-3 meses de idade. Os
animais com até 2,25 meses de idade (n=4) apresentaram diametro maximo
folicular <2,5mm, portanto apenas os demais (n=6) continuaram sendo
monitorados. Foram identificadas sucessivas ondas foliculares anovulatérias e
cada onda apresentou um foliculo dominante, além de um numero variado de
outros foliculos com menores diametros (subordinados). Até trés ondas de
crescimento folicular anovulatérias foram detectadas por animal, durante o
periodo avaliado, quando metade dos animais (n=3) apresentaram duas ondas
e os demais (n=3) apresentaram trés ondas. Considerando os dados
agrupados (duas e trés ondas), o comprimento da onda folicular foi de 9,2 £ 2,0
dias, e o foliculo dominante correlacionado comecou sua regressao aos 6,33 *
1,63 dias apds o dia da sua emergéncia. Os foliculos dominantes tiveram uma
taxa de crescimento de 0,23 + 0,06 mm/dia e alcangaram diametro maximo de
3,03 + 0,17mm. Apesar das bezerras Nelore avaliadas apresentarem ovarios e
diametros foliculares menores, o padrao de ondas foliculares e 0 numero de
foliculos recrutados foram similares aos reportados em fémeas Zebu, em
atividade reprodutiva.
Palavras-chave: fémeas pré-puberes, Nelore, ondas foliculares,

ultrassonografia.
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2.1 INTRODUCAO

O uso da ultrassonografia tem permitido uma melhor compreensédo da
dindmica folicular ovariana em tempo real e de maneira ndo invasiva. Essa
ferramenta tem ajudado a compreender mudancas fisiolégicas, morfologicas e
endocrinas no ciclo estral de fémeas, incluindo o crescimento, a regressao dos
foliculos ovarianos e a ovulagao, assim como as mudancgas no corpo luteo (CL;
GINTHER et al., 1989; KULICK et al., 1999; KASTELIC, 1994; IRELAND et al.,
2000).

A populagéao folicular no ovario bovino contém dois diferentes grupos de
foliculos, um “pool quiescente” (que contém foliculos primordiais) e um “em
crescimento” (foliculos primarios, secundarios e terciarios; KANITZ, 2001). Os
ovarios de uma bezerra recém-nascida podem conter mais de 100.000 foliculos
primordiais (ERICKSON, 1966). O padrdo de crescimento folicular ocorre a
partir do recrutamento folicular, que é a entrada dos foliculos no grupo dos “em
crescimento”, comegando com a ativagao do foliculo primordial (OLIVEIRA et
al., 2011). Adams et al. (1992) demonstraram que uma onda de FSH surge
antes do recrutamento de cada onda em novilhas. O desenvolvimento dos
foliculos antrais na fémea bovina ocorre no padrdo de ondas de crescimento
folicular, onde um foliculo (foliculo dominante — FD) cresce mais que 0s outros
(foliculos subordinados), e pode subsequentemente sofrer atresia ou ovular
(em fémeas poés-puberes), tanto em racas europeias (Bos taurus taurus;
PIERSON & GINTHER, 1988; DRIANCOURT, 2001) como nas indianas (Bos
taurus indicus; RHODES et al., 1995; FIGUEIREDO et al., 1997; VIANA et al.,
2000; SARTORI & BARROS, 2011).

Entre os mecanismos descritos para explicar a ocorréncia de foliculos
dominantes e subordinados é que o FD muda sua dependéncia de FSH para
LH, continuando a crescer mesmo durante a privacdo de FSH em detrimento
de outros foliculos, que interrompem seu crescimento e entram em atresia
(subordinados; GINTHER et al., 1996). Apesar das gonadotrofinas (FSH e LH)
desempenharem um papel enddcrino primario no desenvolvimento folicular,

fatores locais também interferem nesse processo como a inibina e o IGF-1
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(Fator de crescimento semelhante a insulina — 1). Secrecao de inibina pelo FD,
por um feedback negativo, diminui a secrecdo de FSH, desempenhando um
importante papel no recrutamento e desenvolvimento folicular (TURZILLO &
FORTUNE, 1993). Outros fatores, como ativina e folistatina também podem
estar envovidos nestes mecanismos (Hulshof et al., 1997; Glister et al., 2006).

Apesar da sua puberdade mais tardia (HAFEZ & HAFEZ, 2004), relatos
descrevem um melhor recrutamento folicular em fémeas Zebu do que em
taurinas (33,4 + 3,3 vs 25,0 + 2,5 respectivamente; CARVALHO et al., 2008 e
39,0 £4,0 vs 21,0 £ 4,0; ALVAREZ et al., 2000). Adicionalmente, é descrito que
o didametro maximo folicular em vacas Zebu (10-13 mm; FIGUEIREDO et al.,
1997; SARTORELLI et al., 2005; CASTILHO et al., 2007) é menor que 0s
reportados em taurinos (16-20 mm; GINTHER et al., 1989; KASTELIC, 1994;
IRELAND et al., 2000), ambos em fémeas pds-puberes.

Esses padrbes de ondas foliculares aparecem tanto em fémeas pés-
puberes (dois ou trés ondas até a ovulacdo) como em pré-puberes
(crescimento continuo de foliculos, sem ovulacdo; ADAMS et al., 2008). Esta
contencdo da atividade reprodutiva pela auséncia de ovulacdo em fémeas
bovinas, ovinas e ratas pré-puberes deve-se a inibicdo da atividade reprodutiva
por uma maior sensibilidade do hipotdlamo ao Estradiol (RAMIREZ & MCCANN
1963; RAMIREZ & SAWYER, 1965; DAY et al., 1987), resultando no feedback
negativo sobre essa estrutura.

Silva-Santos et al. (2011) avaliando cortes histolégicos de ovarios de
fetos, de novilhas e de vacas Bos taurus indicus vs Bos taurus taurus,
concluiram que existe muita variacao individual quanto ao nimero de foliculos
ovarianos de zebuinos quando comparado ao de taurinos. Ainda a partir de
cortes e observacao de ovarios de bezerras, Erickson (1966) relatou que, logo
apds 0 nascimento, poucos foliculos antrais podem ser visualizados
macroscopicamente (7 = 2), porém este nUmero comeca a aumentar a partir
dos dois meses de idade (49 + 10). Observou ainda que, esta quantidade tende
a diminuir aos oito meses (33 + 9). Adams et al. 1994, acompanharam fémeas
Bos taurus taurus pré-puberes de 9 meses de idade e observaram padrao de
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duas ondas de crescimento folicular em intervalo aproximado de 18 dias. Evans
et al (1994) estudando a dinamica folicular e a secrecao de gonadotrofinas em
dez bezerras Hereford (Bos taurus taurus de 0,5 a 9 meses de idade)
observaram maiores didametros maximos dos foliculo dominantes e dos maiores
subordinados em animais entre 0,5 e 2 meses de idade. Verificou também que
h& um aumento nas concentracdes de gonadotrofinas séricas em bezerras de 1
a 3,5 meses de idade. Este estudo objetivou avaliar, por ultrassonografia, a
din&mica folicular em bezerras Nelore (Bos taurus indicus) de dois a trés meses
de idade.

2.2 MATERIAL E METODOS

2.2.1 Localizacao e periodo do ano

Este estudo foi realizado no Campo Experimental Fazenda Sucupira da
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, situado em Brasilia-DF,
localizada a 15°52’ a 150 56’S e 48°00’ a 48°02’'W, com altitudes entre 1.050 e
1.250 m e clima tropical. Este campo experimental tem area aproximada de
1.800 ha ocupada por vegetacdo nativa do bioma Cerrado, bem como por
areas antropizadas com agricultura e pastagens.

Esse experimento foi realizado de Junho a Julho de 2014, durante o

periodo de inverno.

2.2.2 Animais

Este estudo foi submetido e aprovado pelo CEUA (Comissao de Etica no
Uso de Animais da Embrapa Pecuaria Sudeste — Protocolo 21192 n°
000264/2013-56). Dez bezerras Nelore (de dois a trés meses de idade),
lactentes, foram mantidas com suas respectivas maes e com disponibilidade de
agua ad libitum. O peso corporal dos animais variou de 55 até 100kg e estes
apresentavam o escore de condicao corporal (ECC) de 3 (escala de 0 a 5,
MACHADO et. al. 2008).
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2.2.3 Exames ultrassonograficos e registro dos dados

Os ovarios de cada bezerra foram monitorados por ultrassonografia
transretal utilizando um transdutor linear de 7,5 MHz (Aloka 500. Aloka CO. Ltd.
Tokyo Japan) conectado a um adaptador rigido de policloreto de vinila (PVC)
com aproximadamente 40 cm de comprimento e diametro compativel ao
encaixe da probe.

As avaliagdes ultrassonograficas foram realizadas diariamente pelo
mesmo operador por 18 dias (como descrito por ADAMS et al., 1994; EVANS
et al., 1994). As imagens dos ovarios foram identificadas e congeladas quando
necessario, e os seus diametros foram mensurados em cada animal pela
média entre o diametro maximo longitudinal e perpendicular. A média global do
didmetro maximo dos ovarios foi obtida pela soma do didametros maximos dos
ovarios de cada animal, dividido pelo numero total de animais.

Os foliculos foram identificados, contados e mensurados da mesma
maneira descrita para os ovarios. Os dados foram anotados em diagramas
visando registrar o nimero, tamanho, posicao relativa dos foliculos nos ovarios,
qualidade da imagem, horario do exame, identificacdo do animal, entre outras
informacdes. Somente foliculos = 2mm foram mensurados e anotados.
Diariamente, todos os foliculos = 2mm de didmetro foram contados.

O dia da emergéncia de cada onda foi definido como o primeiro dia da
detecc¢ao do foliculo dominante = 2mm de didmetro. As ondas foliculares foram
monitoradas desde o dia de sua emergéncia, até a sua regressao para o
tamanho inicial (FD = 2mm de diametro) e assim sucessivamente para as
demais ondas. O comprimento da onda foi obtido pela subtracdo do dia da
deteccédo do FD, do ultimo dia em que o FD foi detectado (= 2mm), em cada
onda.

O inicio da atresia de cada onda foi considerado o dia imediatamente
anterior ao dia em que o diametro do FD foi menor que o mensurado
anteriormente, contado a partir do dia de deteccdo de cada onda. As ondas
foliculares foram designadas como primeira, segunda e terceira onda,

detectadas durante o periodo de observacdo. O intervalo entre ondas foi
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definido como o numero de dias entre sucessivas emergéncias de foliculos
dominantes. A taxa de crescimento do FD de cada onda foi obtido pela
subtracdo do menor diametro do FD (=2mm) do maior didmetro do FD, dividido
pelo numero de dias do periodo de crescimento.

Durante a ultrassonografia diaria dos animais (n=10) verificou-se que
alguns destes (n=4, com idade <2,25 meses) apresentaram foliculos com
didmetro <2,5 mm. Assim, apenas 0s demais animais (n=6) tiveram suas ondas
foliculares monitoradas.

2.2.4 Analise de dados

Para cada onda foi realizada uma andlise descritiva (Média + Desvio
Padrao — DP) para cada uma das seguintes caracteristicas: Didmetro maximo
do FD (mm), Inicio da Atresia do FD (dia), Taxa de crescimento do FD
(mm/dia), Comprimento da onda (dias) e Intervalo entre ondas (IEO, dias). A
Média = DP também foi obtida para Diametro maximo dos ovarios e nimero de
foliculos detectados, concluindo a analise descritiva.

O teste de Mann-Whitney (programa PROPHET, versdo 5.0; BBN
Systems and Technologies, 1997) foi utilizado para comparar bezerras que
apresentaram trés Oondas (n=3) com bezerras que apresentaram duas ondas

foliculares ovarianas, durante o periodo de observacao.

2.3 RESULTADOS

Bezerras de 1 a 2,25 meses de idade (n=4) apresentaram diametro
maximo do foliculos <2,5 mm e, consequentemente nao foram utilizadas para
os registros de ondas foliculares. Nos demais animais (n=6), um padrdo de
sucessivas ondas foliculares anovulatérias foi observado, incluindo um foliculo
dominante (FD) e um numero variavel de outros foliculos menores
(subordinados) por onda. Durante 18 dias consecutivos, metade dos animais
(n=3) apresentou duas ondas, € a outra metade apresentou trés ondas de

crescimento folicular.



44

O diédmetro maximo dos ovarios foi 13,6 £ 0,6 mm contendo 31,4 = 3,45
foliculos visiveis ao ultrassom (Tabela 2.1). O intervalo entre ondas ondas foi
de 5,55 £ 2,55 dias (n=9 ondas).

Mesmo as bezerras (n=3) que apresentaram um maior numero de ondas
(trés ondas) tiveram um IEO semelhante aos animais que apresentaram duas
ondas (4,66 + 2,08 vs 7,0 £ 1,0; p=0,795; respectivamente para animais com
trés e duas ondas).

O diametro maximo do foliculo dominante foi 3,03 £ 0,17 mm (n = 15
ondas), que teve taxa de crescimento de 0,23 + 0,06 mm/dia (n = 15 ondas), e
o inicio de sua atresia ocorreu no dia 6,33 + 1,63 apds o inicio da detecgao de
cada onda folicular (n = 15 ondas, Tabela 2.1). O comprimento da onda foi de
9,2 £ 2,0 dias (n = 15 ondas) e o Intervalo entre ondas foi de 5,55 £ 2,55 dias (n
= 9 ondas, Tabela 2.1).

Tabela 2.1 - Caracteristicas dos ovarios e ondas foliculares apresentadas na
ultrassonografia de bezerras Zebu.

Caracteristicas Ovarianas/Foliculares Valores*
Diametro maximo dos ovarios (mm; n = 12 ovarios) 13,6 £ 0,6
Numero de foliculos 2 2 mm detectados (n = 6 animais) 31,4+ 3,45
Diametro maximo do foliculo dominante (mm; n = 15 ondas) 3,03+0,17
Taxa de crescimento do foliculo dominante (mm/dia; n = 15 ondas) 0,23 + 0,06
Comprimento da onda (dias; n = 15 ondas) 92+2,0
Inicio da atresia do foliculo dominante (dia; n = 15 ondas) 6,33 £ 1,63
Intervalo entre ondas (dias; n = 9 ondas) 5,55+ 2,55

*Média + DP (desvio padréo).

Para ilustrar a dindmica do foliculo dominante e dos maiores foliculos
subordinados, durante o periodo de observacéao, graficos de bezerras de 2,7
0,33 meses de idade (n=6) estao representadas nas Figuras 2.1 a 2.6.
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Figura 2.1 - Dinamica folicular em bezerra de 3 meses de idade.
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Figura 2.2 - Dinamica folicular em bezerra de 3 meses de idade.
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Figura 2.3 - Dinamica folicular em bezerra de 3 meses de idade.
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Figura 2.5 - Dindmica folicular em bezerra de 2,25 meses de idade.

35

3

25

2 !

1,5

1

05

0

Q
(]

—
(|}

[}
(]

[se}
(]

<+
O

Te}
(m]

0
(]

I~
[m]

e}
(]

o3}
(]

D10
D11

D12
D13
D14
D15
D16
D17

D18
D19
D20
D21

FS-1°onda
—#—FD - 1°onda
FD - 2%onda
=l=FS- 2% onda

Figura 2.6 - Dindmica folicular em bezerra de 2,5 meses de idade

2.4 DISCUSSAO
O fato de bezerras Bos taurus indicus com menos de 2,25 meses de

idade (n=4) neste estudo nao terem apresentado foliculos maiores que 2,5 mm

de diametro, corrobora com o estudo de Erickson (1966), que demonstrou que

bezerras (Bos taurus taurus) comecam a apresentar um maior numero de

foliculos antrais a partir dos dois meses de idade. Entretanto, Kauffold et al.

(2005) realizaram aspiragao folicular em bezerras Bos taurus taurus (<2 meses
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de idade) e esses animais apresentaram diametro folicular >8 mm. O inicio da
atividade reprodutiva ou mesmo alguns periodos antes desse estagio podem
ser influenciados por diversos fatores (clima, nutricdo, manejo, raga). Além
disso, existem particularidades entre vacas Zebu que usualmente iniciam sua
atividade reprodutiva mais tardiamente, se comparadas as taurinas (RANDEL,
2005). Entretanto, além dessas particularidades entre subespécies, outros
fatores podem influenciar a populacao folicular e caracteristicas foliculares
(IRELAND et al., 2008, 2011). VariagGes entre individuos da mesma raga, ou
idade, por exemplo, podem ocorrer em propriedades diferentes. Apesar desta
variacao, sabe-se que a repetibilidade na contagem de foliculos € mantida no
mesmo animal. Assim, alguns desses fatores, isolados ou em conjunto, podem
ter determinado o momento em que as bezerras avaliadas comegaram a
apresentar foliculos maiores.

O padrao de sucessivas ondas foliculares ovarianas observadas nesta
avaliacdo em bezerras de 2,7 + 0,33 meses de idade corrobora com os dados
descritos em Bos taurus taurus e Bos taurus indicus tanto em dindmica folicular
de fémeas pos-puberes (PIERSON & GINTHER, 1988, RHODES et al., 1995;
FIGUEIREDO et al,, 1997; VIANA et al., 2000; SARTORI & BARROS, 2011)
quanto em pré-puberes (EVANS et al.,, 1994; REIS et al., 2005; ADAMS et al.,
2008). O mesmo se observou em relagao a presenca do foliculo dominante e
de um numero variavel de foliculos subordinados, que poderia ser explicado a
partir da suposta secrec¢ao de Inibina pelo foliculo dominante, que diminuiria a
secrecao sérica de FSH (TURZILLO & FORTUNE, 1993). Trabalhos relatam
que, em fémeas poés-puberes, a dominancia se da ainda pela mudanca de
dependéncia do foliculo dominante de FSH para LH, que continuaria a crescer
mesmo durante a privacdo de FSH em detrimento dos demais foliculos
(GINTHER et al., 1996).

Era esperado ainda que as ondas observadas fossem anovulatérias em
funcdo de determinado bloqueio na secrecdo de GnRH no hipotadlamo de
fémeas pré-puberes, que consequentemente limitaria picos de FSH e LH

suficientes para promover o desenvolvimento de foliculos pré-ovulatérios e a
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consequente ovulacao destes (RAMIREZ & MCCANN, 1963; RAMIREZ &
SAWYER, 1965, DAY et al., 1987 e ADAMS et al., 2008). Esta mesma razao
pode também explicar o fato do didmetro maximo dos foliculos dominantes das
bezerras (3,08 = 0,17 mm) ser menor do que os relatados para fémeas
zebuinas pés-puberes (10 a 13 mm, FIGUEIREDO et al., 1997, SARTORELLI
et al., 2005 e CASTILHO et al., 2007) e consequentemente o diametro maximo
dos ovarios também ter sido menor (13,6 mm vs 27,2 mm, deste estudo vs
dados descritos por CARVALHO et al., 2008, respectivamente) por conter
foliculos menores, bem como pela auséncia de CL.

A quantidade total de foliculos (22 mm) observada nos ovarios das
bezerras avaliadas (31,4 + 3,45) foi semelhante a relatada para fémeas
zebuinas adultas (33,4 + 3,3; CARVALHO et al., 2008 e 39,0 + 4,0 ALVAREZ et
al., 2000) e foi maior do que as relatadas para fémeas taurinas adultas (25,0 +
2,5; CARVALHO et al., 2008 e 21,0 + 4,0; ALVAREZ et al, 2000), ou pré-
puberes de 3,5 meses de idade (19,4 = 2,1; EVANS et al, 1994). Essa
ocorréncia pode ser explicada pelo fato dos animais pertencerem a racga
Nelore, que desenvolvem maior populacédo folicular total por onda que os
taurinos.

A taxa de crescimento do foliculo dominante dos animais deste estudo
foi de 0,23 £ 0,06 mm/dia; ou seja, menor que a relatada em vacas (0,92
mm/dia raga Nelore, FIGUEIREDO et al, 1997; e 1,6mm/dia em taurinos,
SIROIS & FORTUNE, 1988), provavelmente devido a menor pulsatilidade de
LH nas bezerras, quando comparadas a de fémeas adultas (Evans et al.,
1994).

O comprimento da onda nas bezerras avaliadas (9,2 + 2,0 dias) foi
semelhante a descrita por Evans et al. (1994; 11,6 £ 1,3 dias) em bezerras Bos
taurus taurus de dois meses de idade (raca Hereford) e por Reis et al. (2005),
em novilhas Zebu pré-puberes de 22 meses de idade (raca Gir), que relataram
ainda que 12% dos animais apresentaram ondas foliculares de até 12 dias e
cerca de 88% dos animais tiveram um comprimento de onda de 13 a 17 dias.

Semelhantes comprimentos de onda foram descritos também por outros
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autores em fémeas Zebu (SARTORELLI et al., 2005; CASTILHO et al., 2007;
CARVALHO et al., 2008).

O inicio da atresia dos foliculos dominantes das bezerras monitoradas
ocorreu a partir do dia 6,33 £ 1,63, o que é similar ao descrito em novilhas pré-
puberes de 22 meses de idade por Reis et al. (2005; dia 7,4 £ 0,3; Gir), Adams
et al. (1994; por volta do dia 8; em novilhas Hereford de 8 meses de idade) e
Evans et al. (1994; por volta do dia 5 em bezerras Hereford de um més de
idade) e em fémeas Nelore p6s-puberes, relatado por Figueiredo et al. (1997;
dia 8,86 £ 0,5).

Concluindo, apesar das bezerras Nelore apresentarem diametros
ovarianos e foliculares menores comparados aos estudos em fémeas pos-
puberes; o padrdo de ondas foliculares e o numero de foliculos recrutados
foram semelhantes aos reportados em fémeas Zebu em atividade reprodutiva.
Esses dados podem caracterizar um momento importante no desenvolvimento

reprodutivo inicial desses animais.
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3. CAPITULO 3 — MANIPULACAO HORMONAL EM BEZERRAS NELORE
VISANDO A PRODUGAO IN VITRO DE EMBRIOES

RESUMO - A busca de manejos reprodutivos que possibilitem a inclusdo
de fémeas bovinas pré-puberes na producéao in vitro de embrides (PIVE) pode
permitir uma aceleragdo do ganho genético do rebanho pela diminuicdo do
intervalo entre geracdes. Neste estudo se avaliou a atividade de uma
manipulacédo hormonal sobre as caracteristicas ovarianas e sobre a Ovum Pick
Up (OPU)/PIVE de bezerras Nelore, de 4 a 7 meses de idade. Este tratamento
(Grupo Tratado-GT, n=9 em delineamento cross-over. Dispositivo de
Progesterona, Benzoato de Estradiol, FSH e LH) promoveu aumento na
populacéo folicular total (20,0 + 4,95 em DO vs 26,66 + 4,24 em D7), de
foliculos =22,5mm (4,11£1,96 em DO vs 11,55 £ 4,09 em D7), do didmetro
ovariano (13,08 + 1,0 mm, em DO vs 14,81 £ 1,38 mm em D7) e do numero de
foliculos aspirados (95 vs 152, respectivamente para Grupo Controle-GC; n=9
e GT). Porém, este ndo aumentou a taxa de clivagem das estruturas avaliadas
(49,33 vs 51,42, respectivamente para GC e GT), assim como o numero de
blastocistos em D7 (3 vs 9, respectivamente para GC e GT) e o numero de
embrides por fémea doadora (0,33 vs 1,0, respectivamente para GC e GT).
Concluiu-se que o tratamento hormonal avaliado aumentou niamero de foliculos
observados e aspirados, mas nao se verificou a viabilizacdo da PIVE pelo seu
uso.

Palavras-chave: estimulacdo hormonal, fémeas pré-puberes, Ovum Pick Up,
PIVE.
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3.1 INTRODUCAO

As técnicas de reproducédo animal assistida (TRA) na bovinocultura tém
sido aprimoradas acentuadamente nas ultimas décadas e tem representado
uma importante contribuicdo ao melhoramento genético animal. No Brasil, a
producédo in vitro de embriées (PIVE) evoluiu de forma significativa, a ponto do
pais se tornar lider mundial desta atividade (RUMPF, 2007; VIANA &
CAMARGO, 2007). A PIVE possibilita a utilizacdo de material genético oriundo
de diversos tipos de animais como vacas com subfertilidade adquirida, fémeas
mortas acidentalmente, além da utilizacdo de ovécitos oriundos de ovarios de
abatedouro e de animais fora da idade reprodutiva, pré ou pos-puberes
(SARTORI et al., 2010).

A inclusdo de fémeas pré-puberes na PIVE pode diminuir o intervalo de
geracdes, sendo um fator potencial para acelerar o ganho genético do rebanho
(LOHUIS, 1995). Apesar de nao se conhecer o desempenho reprodutivo real
de bezerras, estudos podem sugerir esse desempenho com maior ou menor
precisdo, como a diferenca esperada da progénie (DEP) interina, observando-
se as caracteristicas dos pais e de grupo de contemporaneos (BRINKS, 1990);
ou mesmo através de avaliagbes genbmicas. Além disso, autores
(GUERREIRO et al., 2014; BATISTA et al., 2014; BALDRIGHI et al., 2014),
relataram que o estudo do horménio antimulleriano (AMH) também pode
estimar a qualidade reprodutiva dos animais, principalmente com relacdo a
PIVE.

Porém, estudos indicam que ovdcitos provindos de bezerras sdo menos
competentes comparados aos de animais adultos, sugerindo uma deficiéncia
no citoplasma ovocitario (LEVESQUE & SIRARD et al. 1994; ARMSTRONG,
2001; SALAMONE et al. 2001). Estudo realizado em bezerras por Erickson et
al. (1966) demonstra que o numero de foliculos antrais comega a aumentar a
partir de aproximadamente dois meses de idade (49 + 10), e esse numero sofre
um periodo de queda apds os oito meses (33 = 9). Em contrapartida, dados
obtidos por Presicce et al. (1997) em bezerras holandesas de 9 a 11 meses,

sugerem que a competéncia ovocitaria aumenta conforme a idade, ja que nesta
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faixa etdria os embrides obtidos apresentaram desenvolvimento para os
estagios morula e blastocisto, semelhantes aos de fémeas p6s-puberes.

Os foliculos pré-antrais representam 90% de toda populacao folicular
ovariana (SILVA-SANTOS et al.,, 2011) e, durante este estagio folicular, os
ovocitos aumentam de volume, de cerca de 20um de didmetro (foliculo
primordial) para aproximadamente 120um (foliculos pré-ovulatério; SALHA et
al., 1998). Em vacas, o ovécito comeca a adquirir competéncia a partir de 110-
115um (FAIR et al. 1995; OTOI, 1997). Estudos avaliam que ha uma correlacao
entre a competéncia do ovécito e o tamanho do foliculo do qual este se
originou. Assim, Caixeta et al. (2009), estudando ovarios de vacas adultas
oriundos de abatedouro, descreveram que ovocitos recuperados de foliculos
>6mm apresentaram maior competéncia comparados aqueles obtidos de
foliculos de menor tamanho. Lonergan et al. (1994), semelhantemente,
demonstraram que o0s ovécitos recuperados destes foliculos também
apresentaram uma maior proporcao de blastocistos. Este fato também foi
observado para ovécitos obtidos de bezerras holandesas (2 a 3 meses de
idade), nas quais foi demonstrado que foliculos >8mm, apresentaram um
melhor desempenho na PIVE quando comparados aos obtidos de foliculos
menores, como melhor taxa de clivagem (89,5% vs 74,1% para grupos de
animais com foliculos >8 mm e de 4 - 8mm, respectivamente), maior
quantidade de embrides com mais de quatro células (78,9% vs 37,0% para
grupos de animais com foliculos >8 mm e de 4 - 8mm, respectivamente), maior
porcentagem de mérulas e blastocistos em D7 (68,4% vs 27,8% para grupos
de animais com foliculos >8 mm e de 4 - 8mm, respectivamente.
KAUFFOLD et al., 2005).

Visando melhorar a viabilidade dos ovdécitos obtidos de animais pré-
puberes para uso na PIVE, autores (ARMSTRONG et al. 1992, 1994;
PRESICCE et al. 1997; MALARD et al. 2001; TANEJA et al. 2000; SNEL-
OLIVEIRA et al. 2003) propuseram a utilizagdo da estimulagdo ovariana, por
meio de protocolos utilizando hormdnios gonadotréficos. De modo geral, busca-

se mimetizar, em parte, as condigdes hormonais de uma fémea pds-pubere



58

(ex: presenca de hormdnios ou de anélogos de progesterona, estradiol, FSH e
LH em doses e regimes de oferta controlados) pelo uso de um protocolo
hormonal nas fémeas pré-pluberes, visando aumentar a quantidade e a
competéncia ovocitaria para viabilizar a PIVE nestes animais. Varios destes
protocolos foram testados, porém, os efeitos obtidos ainda sao pouco
conclusivos, devido a grande variacdo de resultados (ARMSTRONG et al.
1992, 1994; PRESICCE et al. 1997; MALARD et al. 2001; TANEJA et al. 2000;
SNEL-OLIVEIRA et al. 2003). A utilizacado de um progestageno associado ao
Benzoato de Estradiol permite que, a partir da atresia do foliculo dominante,
uma nova onda de crescimento folicular seja iniciada (COLAZO et al.,1999; BO
et al., 2000). O emprego do FSH nestes protocolos contribui para estimular o
crescimento e a maturagao do foliculo ovariano (HAFEZ & HAFEZ, 2004). J4 o
LH, em niveis basais, atua em conjunto com o FSH induzindo a secrecao de
estrogenos do foliculo ovariano desenvolvido (HAFEZ & HAFEZ, 2004) e,
guando em picos endégenos ou exdgenos, pode induzir a maturacao in vivo de
ovocitos em foliculos responsivos, em um intervalo apropriado antes da OPU.

Outra variagéo encontrada nos estudos foram os métodos para viabilizar
a aspiracao folicular (ovum pick up ou OPU), visando a obtencao dos ovécitos
em bezerras. Dentre eles estdo a laparotomia (MALARD et al. 2001);
laparoscopia (ARMSTRONG et al. 1994; TANEJA et al. 2000; KAUFFOLD et al.
2005) e, em novilhas pré-puberes, por meio da puncgéao folicular transvaginal
guiada por ultrassom (SNEL-OLIVEIRA et al. 2003).

O objetivo deste estudo foi avaliar um protocolo hormonal de
estimulacdo ovariana utilizando gonadotrofinas (FSH e LH), Benzoato de
Estradiol e Progesterona, em bezerras da raga Nelore (Bos taurus indicus) com
4 a 7 meses de idade, visando a PIVE.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Localizacao
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O estudo foi realizado no Campo Experimental Fazenda Sucupira
(CEFS) da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, situada em Brasilia-
DF (localizada a 15%°2’a150 56'S e 48°00’a 48°02'W, com altitudes entre 1.050
e 1.250m e clima tropical). Este campo experimental tem area aproximada de
1.800 ha ocupada por vegetacdo nativa do bioma Cerrado, bem como por
areas antropizadas com agricultura e pastagens. Esse experimento foi
realizado de Setembro a Novembro de 2014.

3.2.2 Animais

Este estudo foi submetido e aprovado pelo CEUA (Comissao de Etica no
Uso de Animais da Embrapa Pecuaria Sudeste — Protocolo 21192 n°
000264/2013-56). Foram utilizadas nove bezerras Nelore (Bos taurus indicus)
com 4 a 7 meses de idade, pesando 142.58 + 18.22 Kg e com escore de
condicao corporal ao redor de 3 (escala de 0 a 5; MACHADO et. al. 2008;
Figura 3.1). Os animais tiveram alimentagao baseada em aleitamento materno,
além da disponibilidade de silagem de milho, acesso a pastagem (Brachiaria

decumbens) e agua ad libitum.

Figura 3.1 - Bezerras Nelore de 4 a 7 meses de idade utilizadas no
experimento de aspiracao folicular por laparoscopia.
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3.2.3 Grupos experimentais

Os animais foram distribuidos em dois grupos experimentais (Grupo
Controle e Tratado) em delineamento cross-over, com intervalo de 25 dias
entre as réplicas, a partir da ultima OPU. Foram realizadas um total de 18
OPUs, sendo 9 destas a partir de animais do grupo controle e as outras 9 do
grupo tratado. Os animais foram distribuidos dentro dos grupos de forma a
evitar o efeito do fator idade, ou seja, animais de todas as idades do intervalo

utilizado no experimento foram representados em cada grupo.

3.2.4 Grupo controle (GC)

As bezerras (n=9) foram acompanhadas por ultrassonografia transretal
diariamente (MyLab 30 VetGold, Esaote®) durante 8 dias, a partir do DO. Foi
realizada entdo, a ablagdo dos maiores foliculos pela laparoscopia (aparelho
StorzR, Xenon 300W) em D2, ou seja, cinco dias antes da OPU.

3.2.5 Grupo tratado (GT)

As bezerras (n=9) foram acompanhadas por ultrassonografia transretal
diariamente (MyLab 30 VetGold, Esaote®) a partir do DO, ou seja, o primeiro
dia do protocolo hormonal (Figura 3.2), quando foi inserido dispositivo
intravaginal (0,33g de Progesterona. Eazi-Breed CIDR, Pfizer Saude Animal,
Brasil) e uma injegédo intramuscular (I.M.) de 2mg de Benzoato de Estradiol
(B.E.; Ric-BE, Tecnopec, Brasil). A partir de D4 foram administradas durante 3
dias (até D6), 6 injecdes |.M. de FSH, distribuidas a cada 12 horas (sendo a
primeira dose de 40mg acompanhada de mais 5 doses sucessivas de 20mg;
perfazendo um total de 140mg; Folltropin, Bioniche Animal Health, Canada).
Consecutivamente a ultima dose de FSH foi administrado 2,5mg .M. de LH
(Lutropin, Bioniche Animal Health, Canadd). A OPU foi entdo realizada apds
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20-24 horas (D7) da ultima injecdo de FSH. Os dispositivos foram removidos

logo apds a aspiragao.

FIVE
ﬂblagﬁu [
T L 1 L L L i L Grupo
oo 5 0 00 Controle
D0 Dz D3 D4 D5 D6 DT N=0
u.s. 25mg
(D0 - D7) FSH12112h
- 140mg Baplic.
——— ' ! I b | Srupo
Do D1 D2 03 Da D5 D& oT Tratado
- < N=0
Progesterona 0,33g

Figura 3.2 — Representacdo esquematica do protocolo hormonal utilizado em
bezerras de 4 a 7 meses de idade.

3.2.6 Protocolo hormonal das receptoras de embriao

Foram selecionadas 18 fémeas Nelore (Bos taurus indicus), adultas,
diagnosticadas previamente como vazias, e sem problemas reprodutivos.
Esses animais foram submetidos entdo a um protocolo hormonal de
sincronizagao para Transferéncia de Embrides. O inicio deste protocolo (DOR)
se deu trés dias antes do protocolo utilizado nas bezerras do grupo tratamento
(GT), ou seja, 17 dias antes da transferéncia de embrides (D17g). No DOg foi
inserido um dispositivo intravaginal (0,759 de Progesterona Micronizada
Prociclar, Hertape Calier Saude Animal, S.A., Brasil) e aplicado 2mg (I.M.) de

Benzoato de Estradiol (Ric-BE, Tecnopec, Brasil) e em D5g foi administrado
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0,150mg de Prostaglandina (D cloprostenol, Veteglan Luteolitico, Hertape
Calier Saude Animal, S.A., Brasil). Em D8g o dispositivo intravaginal foi
removido, e em D9g foi administrado 1mg de Benzoato de Estradiol. Ap6s esse
procedimento, os embrides foram transferidos em D17g, coincidindo com o D7
dos embrides produzidos na PIVE. Antes de cada transferéncia, os ovarios das
receptoras foram examinados por ultrassonografia com o objetivo de detectar a

presenca e a qualidade dos corpos luteos.
3.2.7 Jejum pré-procedimentos

As bezerras foram preparadas para os procedimentos de laparoscopia a

partir de prévio jejum hidrico e alimentar de 24h.
3.2.8 Protocolo anestésico e procedimento laparoscépico

Os animais foram submetidos a protocolo anestésico com a
administracao (I.M.) de Cloridrato de Xilazina a 2% (Anasedan, Ceva, Brasil) e
Sulfato de Atropina a 1% (Sulfato de Atropina, UCB, Brasil). Apés 15 minutos,
foi administrado Cloridrato de Cetamina a 10% (E.V.; Dopalen, Ceva, Brasil).

As bezerras foram entdo posicionadas em cama cirargica inclinada com
suas cabecas voltadas para baixo, em angulo de 45° na posicao de
Trendelemburg (FERANTI et al. 2010; BARROS et al. 2014) Foi realizada
entao tricotomia e antissepsia da regiao do abdébmen a ser abordada com
alcool 70% e lodo. No local de insercéo dos trocartes foi administrado 5,0mL de
Cloridrato de Lidocaina a 2,0% (Anestésico Bravet, Bravet, Brasil). A cavidade
abdominal foi entdo distendida com ar atmosférico por meio de bomba de
compressao (Nebular Plus Daru. Brasil).

Com o auxilio de um bisturi e dos trocartes foram realizadas trés
incisdes na regido abdominal, sendo primeiramente introduzido o cateter com o
insuflador conectado a véalvula de ar, que serviu de acesso para o laparoscopio
e, posteriormente, foram introduzidos os demais cateteres utilizados para
passagem da pinca anatdbmica e do sistema de aspiracdo (Figura 3.3). O
sistema de aspiracdo foi constituido por sistema de mangueira, bomba de
vacuo (ajustada a uma pressdao negativa de 59mmHg; Cook VMAR5100.
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Austrdlia) acoplada a uma agulha descartavel sem canhao (40x1,20 18G1 "2
Injex). Os ovarios foram entdo localizados e fixados com o auxilio do
laparoscépio da pinga anatbémica, quando os foliculos foram visualizados e
aspirados, a partir do sistema de aspiracdo. Para cada procedimento de
aspiracao, em cada animal, foi utilizado um novo sistema com mangueira e
agulha esterilizada. O conteudo folicular aspirado foi colhido em tubo conico,
contendo o liquido de aspiracdo. Esse liquido era composto por solucdo salina
fosfatada e tamponada de Dulbecco (DPBS, Vitrocell Comércio de Produtos
para Laboratério, LTDA, Brasil), com 10% de soro fetal bovino (SFB, Gibco),
500pul de gentamicina (Sigma) e 32mg de heparina (Sigma) em 50 de DPBS, a
temperatura aproximada de 39°C. Os tubos eram conduzidos imediatamente
ao laboratorio (contiguo ao curral de coleta) onde seu conteudo era filtrado em

malha 75um para posterior classificagdo dos COCs em estéreo-microscépio
(ZeissR Stemi SV6. Alemanha).

Figura 3.3 — Procedimento de aspiracao folicular por laparoscopia em bezerras.
A — Trocarte para insercdo do Sistema de Aspiragdo; B — Trocarte para
insercao do Laparoscépio; C — Trocarte para insercdo da Pinga Anatémica; 1 —
Sistema de Aspiracdo (agulha conectada a mangueira de aspiracao, guiada
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pela canula de metal); 2 — Tubo Cénico para coleta do conteudo folicular; 3 —
Laparoscépio; 4 — Pinga Anatémica.

Apos cada procedimento, os orificios das incisdes de parede abdominal
dos animais foram tratados com antibiético aerossol (Terra-Cortril Spray, Pfizer,
Brasil), pomada cicatrizante (Unguento, Vallée, Brasil) e repelente a base de
Vapona e Supona (Matabicheiras, Fort Dodge, Brasil). Além disso, os animais
receberam antibioticoterapia injetavel, durante trés dias.

3.2.9 Ultrassonografia

Os animais (GC e GT) foram submetidos a uma avaliacdo
ultrassonogréfica diaria (Figura 3.4), a partir do dia 0 (D0O) até o dia da
aspiracao folicular (D7). Os ovarios foram entdo analisados e mensurados
(Didametro ovariano). Em seguida, foram mensurados e contados os foliculos
visiveis (Populacao folicular total), os foliculos = 2,5mm (Populagao de foliculos

> 2,5mm), e os maiores foliculos (Diametro maximo dos foliculos).

| iR

Figura 3.4 — Procedimento de ultrassonografia em bezerras.

3.2.10 PIVE

A classificacao ovocitaria foi realizada segundo o descrito por Caixeta &
Dode (2009; Figura 3.5). Os ovocitos de graus | a IV foram levados a
maturagdo e os ovécitos degenerados e expandidos foram considerados nao
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vidveis. A aspiracdo dos ovarios de abatedouro foi realizada através de
seringas de 20mL acopladas a agulhas (40x1,20 18G1 'z Injex), onde eram
aspirados somente foliculos com diametro entre 3 a 8mm. Os ovécitos foram
selecionados e colocados em meio de cultivo (MIV) e posteriormente foi
realizada a fecundacéo in vitro.

Para a fecundacao dos ovdcitos foi utilizado sémen de um touro Nelore,
apods avaliacdo e indicacao de qualidade, no ja referido laboratério. Para o
controle de qualidade do sistema de PIVE do laboratério foram utilizados
ovocitos selecionados de ovarios obtidos em abatedouro local (Grupo
Abatedouro).

Os embrides foram entdo levados ao cultivo, sendo realizada a
avaliacdo dos embrides (clivagem, clivagem com >4 células, estagio dos
embribes em D6 e D7). Os embrides produzidos foram envazados
individualmente em meio de cultivo e transferidos para receptoras previamente
sincronizadas com protocolo especifico para este fim (descrito anteriormente).
Estes procedimentos foram realizados segundo a rotina do Laboratério de
Reproducado Animal (LRA) da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia,
descritos por Carvalho (2009).

Figura 3.5 — Rastreamento e classificacdo dos ovacitos aspirados de bezerras.
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3.2.11 Analise estatistica

Os resultados obtidos pelo procedimento de ultrassonografia e pela
aspiracao folicular foram comparados entre os Grupos Controle e Tratamento e
entre os dias (DO e D7). Para se verificar se houve interacdo dos dias avaliados
(DO ou D7) com os tratamentos (Controle ou Tratado), foi realizado o teste de
analise de variancia fatorial 2x2. Como nao foi obsevada essa interagao,
realizou-se entao a analise estatistica de acordo com a sua distribuigdo normal
ou nao, utilizando os testes t e Man-Whitney, respectivamente.

Os dados relativos a PIVE foram comparados entre os grupos (GC, GT e
GA) utilizando-se o teste Qui-Quadrado e Kruskal Wallis. As analises
estatisticas foram realizadas utilizando-se o programa PROPHET (Versao 5.0;
BBN Systems and Technologies, 1997), considerando diferenca significativa
valores de p<0,05.

3.3 RESULTADOS
3.3.1 Avaliacao ultrassonografica das caracteristicas ovarianas

Nas bezerras que sofreram ablacao folicular (GC, n=9) ndo se verificou
alteracao na populacao folicular total entre o inicio (Dia zero - DO) e o final (Dia
7 - D7) do periodo de avaliagéo (18,11 £ 4,51; em DO, versus - vs 20,77 + 4,84
foliculos; em D7; p=0,2443; Figura 3.6), observando-se porém, uma maior
quantidade (p=0,0244) de foliculos = 2,5 mm em D7 (6,88 + 2,14) do que em
DO (4,77 £ 2,33). Neste grupo, também nado ocorreram varia¢gdes no diametro
maximo dos foliculos (3,42 £ 0,4 mm vs 3,16 = 0,27 mm; p=0,1294), bem como
no didmetro ovariano (13,13 £ 1,0 mm vs 13,40 £ 0,53 mm; p=0,4828), entre
DO e D7, respectivamente.

Diferentemente dos animais controle, as bezerras que foram submetidas
ao protocolo hormonal (GT), mostraram um aumento tanto da populagéao
folicular total (20,0 £ 4,95 vs 26,66 + 4,24; p=0,0106; Figura 3.6), quanto do
namero de foliculos = 2,5 mm (4,11 £ 1,96 vs 11,55 + 4,09; p=0,0002; Figura
3.6), respectivamente para DO e D7. E, embora ndo tenha ocorrido neste

grupo, entre DO e D7, um aumento do didmetro maximo dos foliculos (3,2 %
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0,47 mm vs 3,39 + 0,51 mm; respectivamente, p=0,4122), o didmetro ovariano
destes animais foi maior (p=0,0081) ao final do tratamento (13,08 + 1,0 mm, em
DO vs 14,81 £ 1,38 mm em D7).

Ao final do periodo de observacado (D7), os animais tratados (GT)
apresentaram maior populacdo folicular total (26,66 *+ 4,24 vs 20,77 + 4,84
foliculos; respectivamente para GT e GC; p=0,0315), maior populagdo de
foliculos =2 2,5mm (11,55 + 4,09 vs 6,88 = 2,14; p=0,0080) e maior didametro
ovariano do que as respectivas caracteristicas apresentadas pelas bezerras
controle (14,81 + 1,38 mm vs 13,40 = 0,53 mm; respectivamente para GT e
GC; p=0,0176; Figura 3.6).
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que 2.5 DO que 2.5 D7

Figura 3.6 - Média + DP das caracteristicas ovarianas (diametro — cm e
namero de foliculos) de bezerras do Grupo Controle (que sofreram ablacéo
folicular) e do Grupo Tratado (submetidas a um protocolo hormonal com
Progesterona, Benzoato de Estradiol, FSH e LH). Colunas com numeros
diferentes, classificadas em letras iguais, diferem significativamente (p<0,05).
3.3.2 Aspiracao folicular (OPU) e producao in vitro de embrides (PIVE)

O tratamento hormonal aumentou a quantidade de foliculos aspirados
(95 vs 152, respectivamente para GC e GT; p=0,0256), ndo se verificando
alteragbes porém, na taxa de recuperacdo (81,84% vs 69,82%,
respectivamente para GC e GT, p=0,1164), na quantidade de ovdcitos
recuperados (75 vs 105; respectivamente para GC e GT; p=0,1108; Figura 3.7
e Figura 3.8), e nem tampouco na propor¢ao de ovécitos viaveis e ndo viaveis

(65 e 10 no GC vs 98 e 7 no GT; respectivamente; p=0,1316; Figura 3.8).
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Figura 3.7 — Ovdcitos aspirados de bezerras pré-puberes de 4 a 7 meses de
idade, do Grupo Tratado (A, protocolo hormonal utilizando Progesterona,
Benzoato de Estradiol, FSH e LH) e Grupo Controle (B, ablacao folicular).
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Figura 3.8 - Ovdcitos recuperados a partir de bezerras do Grupo Controle
(ablacao folicular), e do Grupo Tratado (protocolo hormonal utilizando
Progesterona, Benzoato de Estradiol, FSH e LH). *Valores diferem
significativamente, considerando p<0,05.

No entanto, ao se distinguir as categorias (avaliagdes morfolégicas mais
detalhadas) destes ovocitos viaveis, observou-se que o0s animais tratados

tiveram predominancia de ovocitos graus | e Il, enquanto que os do Grupo
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Controle tiveram um maior numero de ovocitos graus Il e IV (p=0,0065).
Considerando os ovocitos recuperados (de ambos os grupos — GC e GT), um
total de 13,8% destes estavam desnudos ou com poucas células do cumulus
(GIV). Nao se verificou diferenca entre os grupos GC e GT em relacao ao
namero de clivados (37 vs 54, respectivamente para GC e GT; p=0,781; Figura
3.9), ao numero de clivados >4 células (7 vs 17, respectivamente para GC e
GT; p=0,178; Figura 3.9) e ao numero de embrides/animal (0,33 vs 1,0,

respectivamente para GC e GT; p=0,236).
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Figura 3.9 - Producao in vitro de embrides a partir de ovocitos de bezerras do
Grupo Controle (GC, ablacao folicular), Grupo Tratado (GT, protocolo hormonal
utilizando Progesterona, Benzoato de Estradiol, FSH e LH) e do Grupo
Abatedouro (GA, ovarios de animais adultos abatidos).

Observou-se semelhanca nas taxas de Clivagem Total, Clivagem com
mais de 4 células e de Blastocistos entre os grupos Controle e Tratado
(Clivagem: 49,33% vs 51,42%, p=0,7814; Clivagem com mais de 4 células:
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9,33% vs 16,19%, p=0,1788 e Blastocisto: 1,33% vs 8,57%, p=0,2361;
respectivamente para GC e GT; Figura 3.9). O GA, porém, apresentou valores
superiores (p<0,05) nesses trés aspectos (Clivagem: 73,83%; Clivagem com
mais de 4 células: 33,13% e Blastocisto: 24,41%).

Figura 3.10 - Embrides em D7 do Grupo Controle (A, ablagéo folicular), Grupo
Tratado (B, protocolo utilizando Progesterona, Benzoato de Estradiol, FSH e
LH) e do Grupo Abatedouro (C, ovarios de animais adultos abatidos).

Embora estes experimentos ndo tenham sido delineados para avaliagao
de taxas de prenhez, embrides (Fig. 3.10) produzidos a partir de ovécitos das
bezerras foram transferidos em D7 (7 dias apés fecundacao in vitro) para sete
receptoras adultas, previamente sincronizadas. Sessenta dias apos a
transferéncia dos embrides, foi realizado diagndstico de gestacao, por
ultrassonografia. Das sete receptoras inovuladas, cinco apresentaram contetdo
liquido no interior do utero, porém encontraram-se vazias.

3.4 DISCUSSAO

3.4.1 Protocolo hormonal e caracteristicas ovarianas

O protocolo hormonal de estimulacdo ovariana (GT) promoveu um
aumento da populagéo folicular total, nas fémeas pré-puberes estudadas (de
20,0 + 4,95 em DO, para 26,66 + 4,24 em D7; Figura 3.6), o que corroborou
com os estudos de Taneja et al. (2000; em bezerras de dois a cinco meses de
idade) e de Presicce et al. (1997; em bezerras de sete e nove meses de idade),
que demonstraram que a estimulacdo com gonadotrofinas em bezerras

holandesas também resultou em aumento da populagédo folicular total. Este
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tratamento também induziu o aumento do numero de foliculos 22,5 mm (de
4,11 £ 1,96 em DO para 11,55 £ 4,09 em D7; Figura 3.6) corroborando com o0s
relatos de Presicce et al. (1997) que o tratamento hormonal aumentou o
namero de foliculos antrais grandes (>5 mm) em bezerras Bos taurus taurus,
de 5 e 7 meses de idade. Esse aumento ndo foi observado no estudo de Snel-
Oliveira et al. (2003), onde o numero de foliculos 23 mm em bezerras Nelore,
de 10 a 12 meses de idade, tratadas com FSH e com FSH+eCG permaneceu
semelhante comparados ao grupo sem estimulagdo hormonal. O resultado
encontrado por Snel-Oliveira et al. (2003), pode ser explicado pela quantidade
de aplicacbes de FSH realizadas naquele estudo (quatro) ser diferente da
quantidade do presente estudo (seis aplicacdes). Segundo Hafez & Hafez
(2004) o FSH possui meia-vida curta havendo, portanto, a necessidade de uma
maior quantidade de aplicagdes, com intervalo de 12 horas. Em consequéncia
do estimulo destas caracteristicas relatadas, o didmetro ovariano também
aumentou no GT (de 13,08 £ 1,0 mm em DO para 14,81 = 1,38 mm em D7).
Apesar da contribuicao das gonadotrofinas sobre os aspectos relatados,
houve um aumento no numero de foliculos 22,5 mm mesmo nos animais do
GC (de 4,77 £ 2,33 em DO para 6,88 = 2,14 em D7; Figura 3.6), embora
aparentemente de menor amplitude do que o observado no GT (de 4,11£1,96
em DO para 11,55 £ 4,09 em D7; Figura 3.6). Este aumento, observado no GC,
provavelmente se deva a sincronizacado das ondas foliculares promovida pela
ablacao folicular realizada em D2, neste protocolo. Ao se remover os foliculos
de maior didmetro (foliculos dominantes), a partir da liberacdo de FSH, novos
foliculos sao recrutados, comecando uma nova onda de crescimento folicular.
Brogliatti et al. (1996) demonstraram que, apos ablagao folicular em bezerras
de 6 meses de idade, uma nova onda foi detectada apés 1,6 + 0,2 dias. Assim,
em D7 no GC também se verificou mais foliculos apresentando um diametro
maior. Contudo, a quantidade aumentada de foliculos neste grupo néao foi
suficiente para aumentar também o didmetro ovariano em D7 (13,40 + 0,53 mm
vs 13,13 £ 1,0; em D7 e DO respectivamente), diferente do observado no GT
(14,81 £ 1,38 vs 13,08 £ 0,53 mm; em D7 e DO respectivamente; p=0,0081).
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3.4.2 Protocolo hormonal e aspiracao folicular

Ja desde o procedimento de laparoscopia observou-se visualmente as
diferengas entre os ovarios das bezerras do GT e os das bezerras do GC, o
que se confirmou a partir do diferente nimero de foliculos aspirados nos
grupos (95 vs 152, de GC e GT, respectivamente). Estes resultados
corroboram com os de Presicce et al. (1997), que aspiraram mais foliculos em
bezerras holandesas de até 11 meses que receberam gonadotrofinas,
comparados as bezerras nao estimuladas.

A partir do uso do protocolo hormonal néo foi observada ainda alteracéao
no numero de ovocitos recuperados (75 vs 105, respectivamente para GC e
GT), o que corroborou com os relatos de Snel-Oliveira et al. (2003), que
analisaram ovocitos recuperados de bezerras Nelore entre 10 e 12 meses,
avaliando tratamento com gonadotrofinas. No presente estudo, nao foi possivel
verificar alteracdo, pelo tratamento, nas médias dos ovdcitos recuperados por
animal e os valores destas também foram semelhantes aos relatados em
bezerras Nelore tratadas, de 10 meses de idade (11,75 £ 10,40 vs 11,66 +
5,31; respectivamente para grupo FSH+ECG e para GT do presente trabalho) e
ao grupo controle (7,5 £ 5,80 vs 8,33 = 2,23; respectivamente para grupo
controle do estudo de SNEL-OLIVEIRA et al., 2003 e no GC do presente
trabalho). No entanto, Presicce et al. (1997) observaram efeito positivo do
tratamento sobre esta caracteristica em bezerras holandesas de 7 meses (16
2 vs 12 £ 1, em grupo tratado e controle, respectivamente). Os resultados do
presente trabalho, embora ndo conclusivos, podem sugerir que um estudo com
um maior nimero de animais, talvez possa evidenciar um efeito do tratamento
hormonal, sobre a recuperacao dos ovacitos.

As porcentagens de ovdcitos viaveis recuperados nos grupos deste
trabalho (93,3% e 86,6% no GT e GC, respectivamente; Figura 3.8) foram
semelhantes as relatadas por Taneja et al. (2000) em bezerras holandesas de
2 a 4 meses de idade (96% e 92%, respectivamente para grupo tratado e
controle), e as relatadas por Presicce et al. (1997) em bezerras tratadas de 5 e

de 7 meses de idade (92% e 96%, respectivamente). Neste estudo (Presicce et
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al., 1997) bezerras tratadas de 9 e de 11 meses de idade apresentam
porcentagens menores de ovécitos viaveis recuperados (51% e 54%
respectivamente) comparadas as porcentagens encontradas neste estudo,
assim como as bezerras ndo tradadas, de 5 a 11 meses de idade (de 38% até
65% de ovacitos viaveis). No presente estudo, nao foi evidenciado aumento no
namero total de ovocitos viaveis pelo tratamento (98 vs 65 ovOcitos viaveis
respectivamente para GT e GC, Figura 3.8). Porém, ap6s avaliacdo
morfolégica mais detalhada, pdde-se observar maior quantidade de ovdcitos
graus | e Il no grupo tratado (59 vs 25, em GT e GC respectivamente; Figura
3.8) e maior quantidade de ovocitos de graus Ill e IV no GC (53,3% vs 37,1%;
em GC e GT respectivamente; Figura 3.8), demonstrando alguma contribuicao
do tratamento hormonal sobre a qualidade ovocitaria.

Apenas 13,8% dos ovocitos recuperados nestes experimentos (GT e GC
agrupados) apresentaram-se desnudos ou com poucas células do cumulus
(Grau 1V), o que corroborou com o descrito em outros estudos (10%, TANEJA
et al., 2000; ou 9,54%, SNEL-OLIVEIRA et al.,, 2003) e evidenciou que a
técnica de aspiracao folicular foi bem sucedida. Malard et al. (2001), por sua
vez, apOs aspirar bezerras Nelore de dois a trés meses por laparotomia,
obtiveram 35,6 e 32,16% de ovdcitos grau IV (grupos controle e tratado,
respectivamente). Quando ha uma alta taxa de ovocitos desnudos pode-se
constatar falha durante o procedimento de aspiracdo, que pode ser causada
por uma pressao desajustada da bomba a vacuo, ou por uma agulha de menor
didametro. Esses fatores, quando bem ajustados, sdo fundamentais para a
recuperacao de ovocitos de boa qualidade (BOLS et al., 1996).

3.4.3 Protocolo hormonal e PIVE

O protocolo hormonal ndo melhorou a taxa de clivagem das estruturas
avaliadas (51,43% e 49,33%, respectivamente em GT e GC; Figura 3.9). Essas
taxas foram préximas as observadas por Kauffold et al. (2005) em bezerras
com até 2 meses de idade, sem tratamento hormonal (52,4%) e aparentemente

maiores do que as encontradas no estudo de Taneja et al. (2000) em bezerras
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de 2 a 4 meses, 41-42% (com ou sem tratamento), ambas em animais Bos
taurus taurus. Presicce et al. (1997) estudando bezerras holandesas de 5
meses, também observaram que o protocolo hormonal utilizado nao alterou a
clivagem das estruturas, havendo porém aos 7 meses de idade, uma resposta
benéfica (de 30% para 49% nos grupos controle e tratado, respectivamente).
Conforme o esperado, por utilizar ovarios oriundos de fémeas pos-puberes, o
Grupo abatedouro (GA) apresentou melhor desempenho na clivagem, quando
comparado aos demais grupos (73,8% vs 51,43% vs 49,33%, para GA, GT e
GC respectivamente; Figura 3.9).

Neste estudo o tratamento hormonal ndo foi eficiente em viabilizar a
PIVE, pois n&o se evidenciou diferenca na taxa de blastocistos em D7 entre os
grupos controle e tratado (1,33% vs 8,57%, em GC e GT respectivamente).
Taneja et al. (2000) relataram taxa de blastocistos semelhante a apresentada
no GT do presente estudo, em bezerras holandesas de 2 a 4 meses de idade
(10-11%). Apesar desta taxa ter sido baixa, possivelmente devido a longa
estiagem antes e durante o periodo do experimento, esta foi maior do que a
taxa (valor proximo de zero) apresentada em estudo de Precisse et al. (1997),
em bezerras holandesas de 5 meses de idade. Ja em bezerras mais velhas (9
meses), no estudo de Precisse et al. (1997), as taxas de blastocistos foram
maiores, tendo o tratamento hormonal, provocado um efeito benéfico sobre a
taxa de blastocistos (31% vs 11%, em bezerras tratadas e controle;
respectivamente), valor que chegou a 48%, aos 11 meses de idade.

Também nédo foi evidenciado efeito do tratamento hormonal sobre a
quantidade de embrides por animal (0,383 vs 1,0; para GC e GT
respectivamente), com resultados proximos aos encontrados por Kauffold et al.
(2005; 0,7 embrido por animal). Taneja et al. (2000) apresentaram médias de
embrides transferiveis superiores, em ambos os grupos (15,2 £+ 3,8 vs 3,8 £ 1,7
embrides transferiveis de bezerras de dois a trés meses, respectivamente em
grupos de bezerras com 220 foliculos e com <20 foliculos — contagem feita
através de laparoscopia prévia).
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No presente estudo, os ovocitos das bezerras avaliadas apresentaram
um menor potencial de desenvolvimento comparado aos de animais adultos
(taxa de blastocistos: 1,33% vs 8,57% vs 24,41%, respectivamente para GC,
GT e GA), o que corroborou com diversos estudos que tém indicado que
ovocitos oriundos de fémeas pré-puberes possuem menor competéncia,
quando comparados aos ovécitos oriundos de animais adultos (26% vs 46%,
respectivamente para bezerras de 6 a 8 meses e adultas MAJERUS et al.,
2000).

Assim, verificou-se que, a tentativa de mimetizacao parcial de condi¢des
hormonais de uma fémea pds-pubere (presenca de horménios ou de analogos
da Progesterona, Estradiol, FSH e LH em doses e regime de oferta controlado)
pelo uso de um protocolo hormonal nas bezerras avaliadas nao foi efetivo em
promover a competéncia ovécitaria necessaria a viabilizacao da PIVE nestes
animais.

Conforme esperado, ao dipor de uma maior quantidade de ovarios
aspirados, o Grupo Abatedouro (GA), quando comparado ao GT e ao GC,
apresentou maior numero de clivados (21,16 £ 5,11 vs 6,0 £ 2,69 vs 4,11 +
1,61; p=0,0013), nimero de clivados >4 células (9,5 + 5,68 vs 1,88 + 1,53 vs
0,77 = 0,66; p=0,0125; Figura 3.9), e numero de blastocistos produzidos (7 +
4,60 vs 1,0 £ 0,86 vs 0,33 + 0,70; p=0,0063; Figura 3.8), respectivamente para
GA, GT e GC; assim como numero total de embribes em D6 (50 vs 10;
p=0,0054, e 50 vs 4; p=0,0017 respectivamente para GA vs GT e GA vs GC;
Figura 3.9), e numero total de embribes em D7 (42 vs 9; p=0,0277; e 42 vs 3;
p=0,0006, respectivamente para GA vs GT e GA vs GC; Figura 3.9). Mesmo a
taxa de blastocistos apresentada pelo GA (24,41%) neste estudo foi inferior se
comparada as relatadas em outros trabalhos (30%, em ARMSTRONG et al,,
1994; 41%, em PRESICCE et al., 1997; 46%, em MAJERUS et al., 2000; e 35-
40%, no proprio Laboratério de Reproducdo Animal, da Embrapa Recursos
Genéticos e Bioecnologia; onde foi realizado o presente trabalho, comunicagéao
oral; 2015). Esse fato pode ser justificado pelo fator nutricao relacionado ao

periodo do ano, ou seja, ao periodo de seca que antecedeu e que perdurou
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durante o tempo em que o experimento foi conduzido. Neste periodo, os
ovarios provindos de abatedouro costumam apresentar pior qualidade devido
as condicoes das pastagens dos rebanhos. Assim, Assim, considerando a
duracao total do desenvolvimento folicular a partir de foliculos pré-antrais até o
estagio de foliculo dominante (BRITT, 1991), o estresse provocado pelo fator

nutricdo neste periodo pode ter afetado a qualidade dos ovdcitos avaliados.

3.5 CONCLUSOES

A técnica de aspiracao folicular por laparoscopia em bezerras Nelore de
4 a 7 meses de idade foi eficiente na recuperacao dos ovécitos.

O uso do tratamento hormonal (Progesterona, Benzoato de Estradiol,
FSH e LH) nestes animais aumentou a populacao total de foliculos, o numero
de foliculos =22,5mm, o numero de foliculos aspirados e a porcentagem de
ovocitos viaveis recuperados graus | e I, mas ndo se mostrou eficiente em

aumentar a taxa de blastocistos e o numero de embrides por animal, na PIVE.

3.6 PERSPECTIVAS

Estudos moleculares (ex. epigenéticos) comparativos entre ovécitos
obtidos de bezerras e de fémeas adultas poderdao contribuir para um melhor
entendimento da fisiologia reprodutiva destes animais e consequentemente
para auxiliar na proposicdo de novos protocolos in vivo e in vitro, visando a
inclusao destes em manejos reprodutivos mais precoces.

Além disto, a técnica de aspiracao folicular em bezerras pode ser
utilizada como parte de um modelo de pesquisa para estudos em Biologia do
Desenvolvimento, Caracterizagdes Epigenéticas, Avaliagdes de Protocolos em
TRAs e outros.
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Ovarian follicular dynamics in 2 to 3 months old Nelore calves (Bos taurus indicus)
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Abstract

This study aimed to evaluate reproductive
physiology aspects in 2 to 3 month old Nelore (Bos taurus
indicus) calves. Follicular dynamics was monitored daily
by ultrasound in ten calves during 18 consecutive days.
Calves younger than 2.25 months old (n = 4) had
maximum follicle diameters <2.5 mm, so only the other
animals (n = 6) continued to be monitored by
ultrasound. The mean maximum diameter of the
ovaries was 13.6 = 0.6 mm, which had 31.4 + 3.45 visible
follicles. A successive anovulatory follicular wave-like
pattern was identified when each wave showed a dominant
follicle, including a variable number of other follicles
smaller in size (subordinate follicles), during the
observational period. Three consecutive follicular growth
waves were detected per animal, during this time interval,
when 50% of the animals (n = 3) showed two waves and
the other half (n = 3) had three waves. The first day of
detection of the dominant follicle, retrospectively
identified at a diameter of 2 mm, was defined as the day
of wave emergence on each wave (day zero).
Considering the grouped data, the follicular wave length
was 9.2 + 2.0 days and the correlated dominant follicle
began its regression at 6.33 + 1.63 days after the day of
its emergence. The dominant follicles had a growth rate
of 0.23 + 0.06 mm/day and reached the maximum
diameter of 3.03 + 0.17 mm. Despite the smaller ovarian
and follicle diameters in 2 to 3 month old Nelore calves
(Bos taurus indicus) compared to studies in post
pubertal females; the follicular wave-like pattern and
the number of recruited follicles were similar to the
reported in Zebu females in reproductive activity. These
data can characterize an early critical moment on the
reproductive development of these animals.

Keywords: prepubertal female, reproductive
physiology, ultrasound.
Introduction

The use of ultrasonography has allowed a
better understanding of the bovine ovarian follicular
dynamics in a real time and noninvasive manner. This
tool can aid the understanding of the physiological,
morphological and endocrine changes in the estrous
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cycle of these females, including growth, regression of
ovarian follicles and ovulation as well as the changes on
the corpus luteum (CL; Ginther et al., 1989; Kastelic,
1994; Kulick et al., 1999; Ireland et al., 2000).

The follicular population in the bovine ovary
contains two different groups of follicles, one “with no
growth” (which contains primordial follicles) and the
"growing" one (primary, secondary and tertiary follicles
(Kanitz, 2001). The ovaries of a newborn calf can
contain over than 100,000 primordial follicles
(Erickson, 1966). The wave pattern of follicular growth
occurs from the follicular recruitment, which is the
entry of follicles in the "growing" group, starting with
the activation of the primordial follicle (Oliveira et al.,
2011). The development of antral follicles in female
cattle occurs in a wave-like pattern of follicular growth,
where a follicle (dominant follicle - DF) grows more
than the others (subordinate follicles), and may
subsequently suffer atresia or ovulate (in post-pubertal
females) as seen in European (taurines, Bos taurus
taurus; Pierson and Ginther, 1988; Driancourt, 2001)
and Indian breeds (Zebu cattle, Bos taurus indicus,
Rhodes et al., 1995; Figueiredo et al., 1997; Viana et
al., 2000; Sartori and Barros, 2011). Adams et al.
(1992) reported that there is a FSH surge preceding the
recruitment of follicles on each wave in heifers.

Among the mechanisms described to explain the
occurrence of dominant and subordinate follicles is that
DF changes its dependence on FSH to LH, continuing to
grow even during the FSH deprivation in detriment of the
other follicles, which stop growing and undergo atresia
(subordinates; Ginther et al., 1996). Despite the
gonadotropins (FSH and LH) playing a primary
endocrine role on follicular development, local factors
can also interfere on this process as inhibin and IGF-1
(Insulin Like Growth Factor - 1). Inhibin secretion by the
DF, by negative feedback, decreases the FSH secretion,
playing an important role on the follicular recruitment
and development (Turzillo and Fortune, 1993).

Despite its later puberty (reviewed by
Randel, 2005), reports describe a greater follicle
recruitment per wave in Zebu cattle than in taurines
(33.4 + 3.3 vs. 25.0 + 2.5 respectively; Carvalho et al.,
2008 and 39.0 + 4.0 vs. 21.0 + 4.0; Alvarez et al., 2000).
Additionally, it is described that the maximum diameter
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of dominant follicles in Zebu cattle (10-13 mm;
Figueiredo et al., 1997; Sartorelli et al., 2005; Castilho
Ireland e al., 2000), both post-pubertal females.

These follicular wave patterns appear both in
post-pubertal (two or three waves until ovulation) and
prepubertal (continuous growth of follicles, without
ovulation; Adams et al., 2008) females. The reproduction
activity constriction by the absence of ovulation in female
cattle, sheep and prepubertal female rats is due to this
activity inhibition by greater sensitivity to estradiol in the
hypothalamus (Ramirez and McCann, 1963; Ramirez and
Sawyer, 1965; Day et al., 1987) resulting in negative
feedback on this structure.

Silva-Santos et al. (2011), evaluating Bos
taurus indicus vs. Bos taurus taurus histological
sections of ovaries from fetuses, heifers and cows,
concluded that there is much individual variation in the
number of ovarian follicles from Zebu cattle compared
to taurines. Analyzing these materials in heifer ovaries,
Erickson (1966) reported that right after the birth, only
few antral follicles can be viewed macroscopically (7 £ 2),
but this number starts to increase from two month old
calves (49 + 10). They also observed that this quantity
tends to decrease in eight month old animals (33 £+ 9).
Adams et al. (1994) monitored 9 month old prepubertal
Bos taurus taurus and found that the follicle growth
occurs in a wave pattern. They reported that the calves
had two follicular waves in an 18 day interval. Evans et
al. (1994) studying the follicular dynamics and the
secretion of gonadotropins in ten Hereford calves (0.5 to
9 months old Bos taurus taurus) observed higher
maximum diameter of the dominant and subordinate
follicles in 0.5 to 2 month old calves. They also found
that there is an increase in serum gonadotropin
concentrations in 1 to 3.5 month old calves.

This study aimed to evaluate, by
ultrassonography, ovarian follicular dynamics in 2 to
3 month old Nelore calves (Bos taurus indicus).

Materials and Methods
Localization

The study was conducted at the Embrapa
Genetic Resources and Biotechnology Experimental
Farm, in Brasilia, Federal District (DF), located at 15°
52" to 15°56' S and 48°00' to 48°02" W, altitudes
between 1,050 and 1,250, a tropical climate region. Its
area is about 1,800 ha occupied by Cerrado biome native
vegetation as well as by agriculture and pasture.

Animals
This study was submitted and approved by

CEUA (Ethics Committee on Animal Use from
Embrapa Genetic Resources and Biotechnology,
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et al., 2007) is smaller than those reported in taurines
(16-20 mm; Ginther er al., 1989; Kastelic, 1994;
Brasilia, DF). Ten Nelore calves (2 to 3 months old)
were kept with their mothers with water available ad
libitum. Their body weight ranged from 55 to 100 kg
and body condition score was around 3 (range O to 5).
Ultrasonographic examinations and record data

This experiment was performed from June to
July 2014, during the winter season. The ovaries of each
calf were monitored by transrectal ultrasonography
using a linear transducer 7.5 MHz (Aloka 500. Aloka
CO. Ltd. Tokyo, Japan) connected to a rigid plastic
adapter composed of polyvinyl chloride (PVC)
approximately 40 cm long, which had a proper diameter
to fit the probe.

The ultrasonographic evaluations were performed
daily by the same operator up to 18 days (as described by
Adams et al., 1994; Evans et al., 1994). The images of
ovaries were identified, frozen when necessary and the
diameters on each animal were measured by the mean
between the maximum longitudinal and the perpendicular
diameters. The overall mean of the maximum diameter of
the ovaries was obtained by the sum of the maximum
diameter of the ovaries on each animal divided by the total
number of animals.

The follicles were then identified, counted and
measured in the same manner as described for the
ovaries. Data were recorded on diagrams, aiming to
register number, size, relative position of the follicles in
the ovaries, image quality, the time of examination,
animal identification, among others. Only follicle
diameters >2 mm were measured and recorded. All
follicles (>2 mm in diameter) detected in both ovaries
for each day were counted.

The first day of detection of the dominant
follicle on each wave, identified at a diameter of 2 mm,
was defined as the day of this wave emergence. The
follicular waves were monitored since the DF diameter
reached >2 mm (detection day) until its regression to the
initial size and so on for the successive waves. The
Wave lengths were obtained by subtracting its
detection day from the last day when the DF was
detected (>2 mm) on each wave. The Onset of atresia of
each wave was considered the day immediately before
the day when the DF diameter was smaller than its
previous measurement, counted from the day of
detection of each wave. The follicular waves were
designated as the first, second and third waves detected
during the observational period (as described by Adams
et al., 1994). The inter-wave interval was defined as the
number of days between the emergences of successive
dominant follicles. The DF growth rate of each wave
was obtained by subtracting the minimum DF diameter
from the maximum DF diameter (>2 mm), divided by
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the number of days of the growth period.

During the daily ultrasound in animals (n = 10)
it was found that some (n = 4, age <2.25 months) only
had follicles <2.5 mm. Thus, the other animals (n = 6)
had their follicular waves monitored.

Data analysis

For each wave a descriptive analysis (Mean +
Standard Deviation - SD) was performed for the
following characteristics: Maximum diameter of the DF
(mm), Onset of atresia of the DF (day), Growth rate of
the DF (mm/day), Wave length (days) and Inter-wave
interval (IWI, days). The Mean + SD was also obtained
for Maximum diameter of the ovaries and Number of
follicles detected, completing the descriptive analysis.

The Mann-Whitney test (PROPHET Version
5.0 Program; BBN Systems and Technologies, 1997)
was used to compare calves (n = 3) which showed 3
waves for calves which showed two waves during the
same observational period.

Results
The 1 to 2.25 month old calves (n = 4) had

maximum follicle diameters of <2.5 mm and,
consequently, were not used in the records of follicular

waves.

A pattern of successive anovulatory follicular
waves was observed, including a dominant follicle (DF)
and a variable number of other smaller follicles
(subordinates) per wave. During 18 consecutive days,
50% of the animals (n = 3) had two waves and the other
half had three waves of follicular growth.

The maximum diameter of the ovaries was
13.6 + 0.6 mm containing 31.4 + 3.45 visible follicles
on ultrasound (Tab.1). The maximum diameter of
dominant follicle was 3.03 £ 0.17 mm (n = 15 waves),
which had a growth rate of 0.23 + 0.06 mm/day (n = 15
waves) and its onset of atresia on the 6.33 + 1.63 th day
from the detection day of each wave (n = 15 waves.
Tab.1). Wave length was 9.2 + 2.0 days (n = 15 waves)
and the Inter-wave interval (IWI) was 5.55 + 2.55
(n =9 waves; Tab.1).

Even the calves (n = 3) which showed a higher
number of waves (3 waves) had similar IWIs compared
to animals which showed two waves (4.66 + 2.08 vs.
7.0 + 1.0; respectively for three vs. two follicular waves
animals; P = 0,795), during the same observational period.

In order to illustrate the dynamics of the
dominant and the largest subordinate follicles during the
observational period, graphics of 2.7 + 0.33 month old
calves (n = 6) are shown on Fig. 1 to 6.

Tablel. Characteristics of ovaries and follicular waves in Zebu calves by ultrasonography.

Ovarian/Follicular characteristics Value*

Maximum diameter of the ovaries (mm; n = 12 ovaries) 13.6 £ 0.6
Number follicles detected > 2 mm (n = 6 animals) 31.4+3.45
Maximum diameter of the dominant follicle (mm; n = 15 waves) 3.03+0.17
Growth rate of the dominant follicles (mm/day; n = 15 waves) 0.23 + 0.06
Wave length (days; n = 15 waves) 9.2+20

Onset of atresia of dominant follicle (day; n = 15 waves) 6.33 +£1.63
Inter-wave Interval (IWI; days; n = 9 waves) 5.55+2.55

*Mean = SD (standard deviation).

Anim. Reprod., Belo Horizonte, v.12, n.0, p.00-00, xxx./xxx. 2015
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Figure 1. Follicular dynamics in a 3 month old calf.
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Figure 2. Follicular dynamics in a 3 month old calf.
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Figure 5. Follicular dynamics in a 2.25 month old calf.
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Figure 6. Follicular dynamics in a 2.5

Discussion

The fact that the Bos taurus indicus calves
younger than 2.25 months old (n = 4) in this study did
not present follicles larger than 2.5 mm diameter,
corroborates a study by Erickson (1966), who
demonstrated that calves (Bos taurus taurus) began to
present a greater number of antral follicles from 2
months old on. However, Kauffold er al. (2005)
conducting follicular aspiration in Bos taurus taurus
calves (<2 months old) demonstrated that those animals
had follicle diameters >8 mm. The onset of reproductive
activity or even the steps before this stage can be
influenced by several factors (e.g., climate, nutrition,
handling, breed). Additionally, there is a particular
distinction between Zebu cattle (Bos taurus indicus),
which is usually begins reproductive activity later than
the taurine (Randel, 2005). Therefore, besides
subspecies issues, other factors may influence the
follicular population (Ireland er al., 2008, 2011).
Variations within the same breed may occur, for
example: in bovine of the same breed, there are animals
with different follicular populations according to the
farm. Despite this variation, it is known that the
repeatability in the antral follicle count is maintained in
the same individual. So, some of these factors could
have determined the moment that the evaluated calves
began to show larger follicles.

The successive follicular wave-like pattern
observed in 2.7 + 0.33 month old calves corroborates
reported data in Bos taurus taurus and Bos taurus
indicus as in post-pubertal (Pierson and Ginther, 1988,
Rhodes et al., 1995; Figueiredo et al., 1997; Viana et
al., 2000; Sartori and Barros, 2011) and in prepubertal

Anim. Reprod., Belo Horizonte, v.12, n.0, p.00-00, xxx./xxx. 2015
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onth old calf.

females follicular dynamics (Evans et al., 1994; Reis et
al., 2005; Adams et al., 2008). The same was observed
for the presence of a dominant follicle and a variable
number of subordinate follicles, which could be
explained by the presumed secretion of inhibin by DF,
which would decrease the serum concentration of FSH
(Turzillo and Fortune, 1993) beyond changing
dependence of the dominant follicle FSH to LH, which
allows it to continue to grow even during the
deprivation of FSH in the detriment of other follicles
(Ginther et al., 1996).

It was also expected that the observed waves in
this study were anovulatory due to specific blockade
peaks in the secretion of GnRH in the hypothalamus of
prepubertal females, which consequently limits peaks of
FSH and LH sufficient to promote the development of
follicles to the preovulatory phase and to the resulting
ovulation (Ramirez and McCann, 1963; Ramirez and
Sawyer, 1965; Day et al., 1987; Adams et al., 2008).
The same reason can also explain the fact that the
maximum diameter of the dominant follicles of these
calves (3.03 + 0.17 mm) was smaller than those
reported in Bos taurus indicus post-pubertal females (10
to 13 mm, Figueiredo et al., 1997; Sartorelli et al.,
2005; Castilho et al., 2007) and, consequently, the
maximum diameter of the ovaries was lower too (13.6
vs. 27.2 mm, on this study vs. Carvalho et al., 2008
reported data; respectively) due to containing smaller
follicles, as well as not having any CL.

The number of follicles detected in the calves’
ovaries (>2 mm; 31.4 * 3.45) was similar to that
reported in post-pubertal Zebu cattle (33.4 + 3.3,
Carvalho et al., 2008 and 39.0 + 4.0, Alvarez et al.,
2000) and was higher than those reported for post-
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pubertal taurine females (25.0 £ 2.5, Carvalho et al.,
2008 and 21.0 £ 4.0, Alvarez et al., 2000) or 3.5 month
old prepubertal calves (19.4 + 2.1, Evans et al., 1994).
This occurrence can be explained by the fact that the
evaluated calves were Zebu cattle (Bos taurus indicus),
thus it can develop a greater number of follicles per
wave than taurines.

The growth rate of the dominant follicle was up
to 0.23 + 0.06mm/day; that is lower than that reported in
cows (0.92mm/day in Nelore breed, Figueiredo et al.,
1997, and 1.6mm/day in taurine, Sirois and Fortune,
1988).

The wave length in the evaluated calves (9.2 +
2.0 days) was similar to that reported by Evans et al.
(1994, 11.6 £ 1.3 days) in 2 month old Bos taurus
taurus calves (Hereford) and that reported by Reis et al.
(2005), in 22 month old prepubertal Zebu heifers (Gir),
who reported that 12% of the animals showed follicular
wave of up to 12 days and about 88% of the animals had
wave lenght of 13 to 17 days. Similar wave length
reported on this study was also described by other
authors in Zebu females (Sartorelli et al., 2005; Castilho
et al., 2007, Carvalho et al., 2008).

The Onset of atresia of the dominant follicles
in monitored calves occurred from the 6.33 + 1.63th day
on, that is similar to that reported in 22 month old
prepubertal heifers by Reis er al. (2005; 7.4 + 0.3 days;
Gir), Adams et al. (1994; around day 8, 8 month old
Hereford heifers) and Evans et al. (1994; around day 5
in 1 month old Hereford calves) and post-pubertal
Nelore females by Figueiredo et al. (1997; 8.86 + 0.5
days).

In conclusion, despite the smaller ovarian and
follicle diameters in 2 to 3 month old Nelore calves (Bos
taurus indicus) compared to studies in post pubertal
females; the follicular wave-like pattern and the number
of recruited follicles were similar to the reported in
Zebu females at reproductive activity. These data can
characterize an early critical moment on reproductive
development of these animals.
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