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VARIACAO DO CICLO ESTRAL DE NOVILHAS Bos taurus indicus
(NELORE) EM DIFERENTES ESTACOES DO ANO

RESUMO - Seis novilhas Nelore tiveram seus ciclos estrais
acompanhados durante diferentes estacdes do ano (outono n=11;
inverno n=8; primavera n=9; verdo n=9) com exames ultrassonograficos
diarios para contar e mensurar foliculos 23mm. Amostras de sangue
foram colhidas a cada 12h para hormonio luteinizante (LH) e
progesterona (P4), e a cada 3h do estro até a ovulacéo para caracterizar
o pico de LH. Cinco novilhas ovariectomizadas receberam 173-estradiol
(2ug/kg/p.v.) em cada estacdo, e amostras de sangue foram colhidas
depois disso a cada 3h para quantificacdo de LH. A diferenca percentual
mensal (A%) do peso n&o variou entre as estagfes. A concentracao
média de P4 no ciclo estral foi maior (p=0,001) e o numero de foliculos
menor (p=0,001) durante o outono (2,5+0,2ng/mL; 7,8+0,1) e veréo
(2,9+0,3ng/mL; 6,8+0,2) comparado com o inverno (1,4+0,2ng/mL;
9,6+0,3) e primavera (1,6+0,2ng/mL; 9,740,3). Durante o inverno houve
mais ciclos estrais com trés (5 de 8) e durante o verdo somente ciclos
com duas ondas foliculares (p=0,009). Como a secre¢cdo de LH né&o
variou, apesar da variacdo sazonal na concentracdo de P4, e como
houve correlagdo negativa entre os valores maximos de P4 e a variacao
percentual do fotoperiodo (p=0,0056; r = -0,4465), uma variagdo sazonal
na sensibilidade das células luteinicas ao LH precisa ser avaliada. Nas
novilhas ovariectomizadas, a concentracdo circanual de LH sem o
estimulo de estradiol foi significante (p=0,0214). A resposta de LH ao
tratamento de estradiol foi menor no verdo (0,8+0,2ng/mL vs
1,3£0,5ng/mL). NOs supomos que existe variacdo sazonal na

sensibilidade hipotalamica ao estradiol.

Palavras-chave: Estacdes do ano, estradiol, hormdnio luteinizante, foliculo

ovariano, progesterona



CHANGE OF Bos taurus indicus (NELORE) HEIFERS ESTROUS CYCLE
DURING DIFFERENT SEASONS OF THE YEAR

SUMMARY - Six Nelore heifers had their estrous cycle followed during
different seasons of the year (autumn n=11; winter n=8; spring n=9 and
summer n=9) with daily ultrasonographic exams to count and measure
follicles 23mm. Blood was collected every 12h for luteinizing hormone
(LH) and progesterone (P4), and every 3h from estrus until ovulation to
characterize the LH peak. Five ovariectomized heifers were injected with
17B-estradiol (2ug/kg/LW) every season and blood samples were
collected thereafter at 3h intervals for LH quantification. The monthly
body weight percentile difference (A%) did not vary between seasons.
Average P4 concentration for the cycle was higher (p=0.001) and follicle
number lower during autumn (2.5+.2ng/ml; 7.8+.1) and summer
(2.9+.3ng/ml; 6.8+.2) (p=0.001) compared to winter (1.4+.2ng/ml; 9.6+.3)
and spring (1.6+.2ng/ml; 9.7+.3). During winter there were more estrous
cycles with three follicle waves (5 out of 8) and during summer only
cycles with two follicular waves (p=0.009). As LH secretion did not vary
despite seasonal variation in P4 concentration and as there was a
negative correlation between higher P4 values and daily percentile
variation of photoperiod (A%, p=0.0056; r= -0.4465), a seasonal variation
in luteal cell sensitivity to LH needs to be evaluated. In the
ovariectomized Nelore heifers, the LH circanual concentration without
estradiol stimulus was significant (p=0.0214). The LH response to
estradiol treatment was lower in summer (0.8+.2ng/ml vs 1.3+.5ng/ml).
We hypothesize there exists seasonal variation in hypothalamic

sensitivity to estradiol.

Key-words:  Season, estradiol, luteinizing hormone, ovarian follicle,

progesterone
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CAPITULO 1 — CONSIDERACOES GERAIS

1 INTRODUCAO

A espécie bovina pode ser dividida em duas subespécies, os Bos taurus
taurus, denominados taurinos, e os Bos taurus indicus, denominados zebuinos.
A histéria da civilizacdo esta intimamente ligada a exploracdo da pecuéria
bovina. Nao se sabe ao certo quando ocorreu a domesticacdo dos bovinos,
contudo, desde entdo, o homem tem moldado os ancestrais selvagens dos
bovinos, produzindo uma série de racas domadas, produtivas e diferenciadas
por todo o0 mundo (AJMONE-MARSAN; GARCIA, 2008). Durante os séculos, a
capacidade de reproducédo dos bovinos foi privilegiada pelos pecuaristas de
forma que houvesse a exploracdo da espécie durante o maior periodo possivel.
Com a domesticacao, a selecao natural, que outrora garantiu a sobrevivéncia
da espécie, tornou-se menos evidente e o rebanho bovino passou a ser
selecionado segundo caracteristicas com interesse econémico. Em relacdo a
ciclicidade reprodutiva, hoje os bovinos sao considerados poliestricos anuais,
com capacidade de reproduc¢éo durante o ano inteiro.

Observando a familia Bovidae, na qual a espécie Bos taurus esta
inclusa, encontramos in0meras espécies selvagens que reproduzem
sazonalmente. A domesticacdo, tanto de bovinos de corte quanto de leite,
selecionou-os contra esta caracteristica, porem, vacas de corte ainda podem
ser sensiveis a fotoperiodicidade (HAFEZ; HAFEZ, 2004a), em especial as
racas zebuinas por apresentarem um historico de selecdo para a criacdo
comercial mais recente.

O rebanho bovino brasileiro possui mais de 200 milhGes de cabecas,
sendo o segundo maior do mundo (PRODUCAOQ, 2009). Desse montante, 80%
dos animais possuem sangue zebuino, com destaque para a raca Nelore, a
principal da pecuéaria de corte nacional (HISTORIA, 2009). Isto gragas a
rusticidade dos zebuinos, mais adaptados que os taurinos as condicdes

ambientais brasileiras.



13

Embora ocupe uma posicdo de destaque no cenério internacional, os
indices produtivos da pecuaria de corte brasileira estdo muito aquém dos
encontrados nos paises com predominancia de racas taurinas. Além do
manejo, algumas caracteristicas observadas em vacas zebuinas como, por
exemplo, manifestacdo de estros curtos e em periodos noturnos (PINHEIRO et
al., 1998), puberdade tardia (NOGUEIRA, 2004) e baixa fertilidade (DODSON;
KAMONPATANA, 1986; LAMOTHE-ZAVALETA et al., 1991) justificam a menor
produtividade comparadas as taurinas.

A literatura tem descrito variagdes sazonais na reproducdo de bovinos
que tém gerado a hipotese de que possa haver uma heranca de sazonalidade
reprodutiva nessa espécie. Em um experimento piloto realizado no Laboratorio
de Endocrinologia Animal da UNESP Campus Aracatuba-SP, foi constatada a
variacdo sazonal na concentracdo de hormonio luteinizante (LH) plasmético em
novilhas Nelore ovariectomizadas (NOGUEIRA et al., 2007), o que suscitou o
interesse em desenvolver este experimento.

Conhecer melhor a interferéncia da sazonalidade na fisiologia dos ciclos
estrais de fémeas da ragca Nelore €& fundamental para otimizar a sua

capacidade reprodutiva e melhorar a producdo da pecuaria de corte Nacional.

2 HIPOTESE

Fémeas da raca Nelore apresentam modificagcbes no ciclo estral em
funcdo das estacbes do ano, consequéncia de uma variacdo sazonal na
concentragdo de LH, avaliada em novilhas Nelore inteiras. Essa variagao
estacional na concentracdo de LH ocorre em funcéo da variacdo sazonal na
sensibilidade hipotalamica ao estradiol, avaliada em novilhas Nelore

ovariectomizadas.
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3 OBJETIVO

3.1 OBJETIVO GERAL

1. Avaliar variaveis fisiolégicas relacionadas com o ciclo estral de
novilhas Nelore em diferentes estacdes do ano.

2. Avaliar a variacdo na concentracdo de LH em resposta a
administracdo de estradiol, em novilhas ovariectomizadas, nas diferentes

estacdes do ano.

3.2 OBJETIVO ESPECIFICO

1. Acompanhar os ciclos estrais de novilhas Nelore com exames
ultrassonograficos diarios, avaliando a dinamica folicular ovariana nas
diferentes estacdes do ano, contar e mensurar os foliculos com diametro igual
ou superior a 3 mm, e colher amostras sanguineas para quantificacdo de
progesterona (P4) e LH.

2. Comparar a resposta da secrecdo de LH apos administracao de 17[3-

estradiol em novilhas Nelore ovariectomizadas, nas diferentes estacées do ano.

4 REVISAO DE LITERATURA

4.1 CICLO ESTRAL

ApoOs atingirem a puberdade, as fémeas da espécie bovina exibem cio
periodicamente até que ocorra a gestacdo. A duracédo do ciclo estral varia de
acordo com a raga, com a maturidade e até mesmo individualmente. Foi
constatada a duracdo média do ciclo estral em racas Bos taurus taurus de 21 +
3,7 dias para vacas e de 20 + 2,3 dias para novilhas (ROBINSON; SHELTON,
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1991). Em vacas Bos taurus indicus lactantes, Ruiz-Cortés e Oliveira-Angel
(1999) observaram a duracdo média do ciclo estral com trés diferentes
padrdes: normal (21 + 3 dias), curto (10 £ 2 dias) e longo (50 + 4 dias).

Em bovinos, a copula ocorre antes da ovulacdo e é possivel gracas a
acdo estrogénica que causa 0 estro (cio). O estro é caracterizado pela
receptividade sexual, quando a fémea permite ser montada (BLOCKEY, 1980;
ESSLEMONT et al., 1980), pela presenca de muco vaginal claro, edema vulvar,
miccao frequente e inquietacdo (HAFEZ; HAFEZ, 2004b). A duracao do estro,
assim como o ciclo estral, varia de acordo com a raga. Genericamente o0 estro
de zebuinos é mais curto e mais discreto que de taurinos, e o intervalo entre o
estro e a ovulagdo é maior. Em Bos taurus taurus foi verificado que o estro dura
em meédia 18 h e a ovulacdo ocorre 10-12 h apos o seu final (HANSEL;
ECHTERNKAMP, 1972; HUNTER; WILMUT, 1984; WISHART, 1972). Ja em
Bos taurus indicus foi constatado estro com meédia de 11 h, com variacdo de
1,3 a 20 h (GALINA; ARTHUR, 1990), e o intervalo entre o inicio do estro e a
ovulacdo foi de 26,7 h, com a maioria dos estros ocorridos no periodo noturno,

e um grande numero com inicio e fim nesse periodo (PINHEIRO et al., 1998).

4.2 ENDOCRINOLOGIA DO CICLO ESTRAL

Dentre os controladores da reproducao, o principal € o eixo hipotalamo-
hipofise-gonadal. Dos horménios hipotalamicos, o GnRH controla a liberacdo
dos horménios hipofisarios LH e FSH (gonadotrofinas), que agem na gbnada,
estimulando a producao de, por exemplo, P4, estradiol ou inibina, que por sua
vez, agindo no hipotdlamo e hipofise, retro-alimentam este eixo. O GnRH é
sintetizado por neurdnios hipotalamicos que o liberam sob a forma de pulsos.
Através da circulacdo porta-hipotalamico-hipofisario atinge a adenoipofise,
onde estimula a secre¢ao de LH e FSH, os quais estimulam a producéo de
esterdides gonadais (estradiol e P4) e o crescimento folicular. Durante a maior

parte do ciclo estral, ambos os hormonios (estradiol e P4) inibem a secrecao de
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gonadotrofinas por meio de retro-alimentacdo negativa sobre o hipotédlamo
(CUNNINGHAM, 2004; GOODMAN; KARSCH, 1980; PRICE; WEBB, 1988). O
LH é liberado sob a forma de pulsos que variam em freqiéncia e amplitude
refletindo a secrecdo de GnRH (HAUGER et al.,, 1977; RAHE et al., 1980;
WRIGHT; MALMO, 1992).

Apés a ovulacdo, as células da granulosa e da teca se diferenciam
(luteinizacdo) dando origem ao CL, principal produtor de P4. Com a maturacéo
do CL, ha um aumento progressivo da concentracdo de P4, atingindo valores
maximos entre o quinto e o 11° dia do ciclo estral (MIHM et al., 1996). No inicio
da formacédo do CL, quando a concentracdo de P4 esta baixa, até por volta de
trés a quatro dias apos a ovulacdo, ha um pulso de LH a cada uma ou duas
horas. Conforme o CL atinge sua maturidade, o aumento da concentracao de
P4 causa a reducgéo da frequéncia de secrecédo de LH, por feedback negativo
sobre o hipotalamo, que entédo é secretado com freqiiéncia de um pulso a cada
trés ou quatro horas (MIHM et al., 2002; MIHM et al., 1996). Apds 15-16 dias se
nao houve fecundacao e a presenca de um embrido, o Utero secreta PGF,4 que
causa a lutedlise. Com a lutedlise, a concentracdo sérica de P4 diminui a niveis
inferiores a 1 ng/mL, o que permite um aumento na frequéncia dos pulsos de
LH (GOODMAN; KARSCH, 1980; KARSCH, 1987).

Durante o ciclo estral o crescimento folicular exibe um padrdo de ondas.
A emergéncia de cada onda de crescimento folicular € causada pelo aumento
na concentragcdo sérica de FSH, provocando o recrutamento e o crescimento
folicular (ADAMS et al.,, 2008; ADAMS et al.,, 1992a; ADAMS et al., 1992b;
GINTHER et al., 1999; GINTHER et al., 1997; GINTHER et al., 1996; GONG et
al., 1995; GONG et a.l., 1996; HAMILTON et al., 1992; MIHM; AUSTIN, 2002;
MIHM et al., 2002; SUNDERLAND et al., 1994). Em uma onda, os foliculos
crescem de forma semelhante até o momento da divergéncia ou desvio, no
qual inicia a diferenca nas taxas de crescimento entre os dois maiores foliculos
(GINTHER et al.,, 1996), o foliculo que continua seu crescimento, agora
chamado de dominante, torna-se dependente de LH (GINTHER et al., 2001a) e

suprime o crescimento dos restantes. A secrecdo de FSH é inibida pela
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folistatina, inibina, produzidas pelos foliculos em crescimento, e,
principalmente, pelo estradiol produzido pelo foliculo dominante, que agem no
hipotalamo (ADAMS et al., 2008; MIHM et al., 2002). Com a reducdo do FSH
ha somente o crescimento do foliculo dominante, impedindo o crescimento dos
foliculos subordinados, dependentes de FSH, e o desenvolvimento de uma
nova onda folicular (ADAMS et al., 2008; KASTELIC et al., 1990). O foliculo
dominante continua a crescer, aumentando a secrecdo de 17 B-estradiol e
inibina, que mantém a concentracdo de FSH entre 0,1 a 0,4 ng/mL (MIHM et
al., 2002), nessas condi¢des os foliculos subordinados passam a regredir
(ADAMS et al., 2008; FINDLAY, 1994; GINTHER et al., 1999; GINTHER et al.,
1997; MIHM et al., 2002; MIHM; AUSTIN, 2002).

Apos a lutedlise, devido ao aumento na frequéncia de pulsos de LH, em
decorréncia da reducdo da concentracdo de P4, o foliculo dominante passa a
crescer rapidamente e a secretar quantidades maiores de 17 [B-estradiol
(FORTUNE et al.,1988). O estradiol atua no sistema nervoso central causando
a manifestacdo do estro. Ele estimula a sintese de receptores para GnRH na
hipofise (SCHOENEMANN et al., 1985) tornando-a mais sensivel (KESNER et
al., 1981) ao mesmo tempo que aumenta a freqiéncia e amplitude dos pulsos
de GnRH (HANSEL; CONVEY, 1983). Altas concentracdes de estradiol, sob
baixas concentracbes de P4 (< 1,0 ng/mL), provocam o pico pré-ovulatorio de
LH e a consequente ovulacdo (CUPP et al.,, 1995; SHORT et al.,, 1979;
STUMPF et al., 1989; SUNDERLAND et al., 1994). A ovulagéo é causada pela
ruptura da parede folicular provocada pelo pico pré-ovulatério de LH que ocorre
junto a uma onda de FSH (CAVALIERI et al.,, 1997; KANEKO et al., 1991;
MIHM et al., 2002).

4.3 DINAMICA FOLICULAR

O ciclo estral de bovinos exibe um padrao de crescimento folicular em
ondas, tanto em taurinos (GINTHER et al., 1989; MURPHY, et al., 1990; SAVIO
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et al., 1988; SIROIS; FORTUNE, 1988) como zebuinos (FIGUEIREDO et al.,
1997; GAMBINI et al., 1998; RHODES et al., 1995), que pode variar de uma a
guatro ondas. Em Bos taurus taurus foi relatada tanto a predominancia de
ciclos estrais com duas (GINTHER et al., 1989; PIERSON; GINTHER, 1988),
quanto com trés (SAVIO et al., 1988; SIROIS; FORTUNE, 1988) ondas
foliculares. Vacas da raga Nelore foram caracterizadas com predominancia de
ciclos com duas (BO et al., 2003; FIGUEIREDO et al., 1997) e trés ondas
(BORGES et al., 2004), enquanto novilhas com trés (BO et al., 2003;
FIGUEIREDO et al., 1997) ondas foliculares. Mais de 95% dos ciclos estrais
em bovinos apresentam duas ou trés ondas foliculares (ADAMS et al., 2008),
podendo ocorrer variagdo em ciclos consecutivos (FIGUEIREDO et al., 1997;
RHODES et al., 1995), contudo, a maioria apresenta 0 mesmo padrdo de
ondas em ciclos consecutivos (ADAMS et al., 2008).

A duracdo da fase luteal é quem determina o numero de ondas e, por
conseguinte, a duracéo do ciclo estral, quanto maior a duracédo do CL, maior o
namero de ondas foliculares, consequientemente, maior o comprimento do ciclo
estral (FORTUNE, 1994), como foi observado comparando o comprimento dos
ciclos estrais de animais com duas e trés ondas foliculares (ADAMS et al.,
2008; FIGUEIREDO et al., 1997; GINTHER et al., 1989). Recentemente, foi
identificada correlacdo para o numero de ondas em um ciclo estral com a
duracdo da dominéancia folicular da primeira onda. Periodo de dominancia mais
longo e inicio da regressdo mais tardio foram observados em ciclos com
padrao de duas ondas comparados a trés ondas foliculares, associando assim,
a dominancia da primeira onda com o0 posterior atraso em atingir o diametro
maximo pelo foliculo dominante da segunda onda, bem como com o prematuro
inicio da lutedlise. Dessa forma, fatores que influenciam o desenvolvimento do
foliculo dominante na primeira onda podem ser responsaveis pela regulacao do
namero de ondas (ADAMS et al., 2008). O aumento na propor¢cao de ciclos
com trés ondas foi associado também ao nimero de paricdes (BO et al., 2003),
a baixa qualidade da dieta e ao estresse térmico (ADAMS et al., 2008; BO et

al., 2003). A sazonalidade parece néo interferir nessas caracteristicas tanto em
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Nelores (BO et al., 2003; BORGES et al., 2004; FIGUEIREDO et al., 1997)
quanto em Brahmans (ZEITOUM et al.,, 1996). JA em novilhas Guzera (Bos
taurus indicus) foi observada predominancia de ciclos estrais com uma onda no
verao e duas no inverno (GAMA FILHO, et al., 2007).

A selecao folicular é regulada sistemicamente pelo FSH e LH (BEG et
al., 2002) e localmente por fatores que modulam a acdo das gonadotrofinas
(GINTHER et al.,, 2001b), aléem de outros fatores que agem possivelmente
independentes das gonadotrofinas (ARMSTRONG; WEEB, 1997).

Cada onda folicular pode ser dividida em trés fases: recrutamento,
selecdo e dominancia (SIROIS; FORTUNE, 1990). Os foliculos selecionados
em uma onda crescem de forma semelhante até o momento da divergéncia ou
desvio folicular, em que o maior foliculo (dominante) passa a crescer com uma
taxa maior que o segundo maior foliculo. Desse momento em diante 0s
foliculos restantes (subordinados) passam a crescer com uma taxa menor e
entram em atresia, ja o foliculo dominante continua seu desenvolvimento
(GINTHER et al., 1996). A partir desse momento, o foliculo dominante induz a
diminuicdo da concentracdo plasmatica de FSH, o que determina o desvio
folicular (GINTHER et al., 1999). Durante a fase de dominancia folicular, as
concentracfes de FSH sdo mantidas em niveis basais até o foliculo dominante
perder sua dominancia, o que resulta em um novo aumento nos niveis de FSH
e subsequente emergéncia de uma nova onda folicular (BODENSTEINER et
al., 1996).

A formacdo do CL altera a dinamica folicular. Durante a fase de
crescimento folicular e inicio do platd, altas doses de P4 causam a queda na
secrecdo de LH induzindo o foliculo dominante, LH-dependente, a atresia
(ADAMS et al., 2008). A P4, em niveis luteinicos, ndo esta ligada a reducédo de
FSH, por conseguinte, ndo se relaciona com a atresia dos foliculos
subordinados (ADAMS et al., 1992).
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4.4 SAZONALIDADE

Diversas alteracbes nas caracteristicas reprodutivas de bovinos sao
frequentemente descritas na literatura e muitas vezes correlacionadas com
variacdes no ambiente. As varidveis ambientais que interferem na reproducao
de bovinos séo: o fotoperiodo, a temperatura e a pluviosidade, por determinar a
oferta de pastagem, representando na verdade um fator nutricional. Ha relatos
na literatura de diversas alteracées na reproducdo de bovinos, comparando
diferentes épocas do ano em diferentes latitudes. Embora frequentes, essas
caracteristicas sazonais sdo relatadas de forma divergente, ndo sendo possivel
estabelecer um conceito sobre quais e qual a intensidade da interferéncia
sazonal na reproducdo destes animais. Conhecer de que forma o meio
ambiente interfere na reproducdo é de fundamental importancia para a
pecuaria, se descartado o fator nutricional, passivel de ser controlado.

Em vacas leiteiras, principalmente de alta producédo, € largamente
conhecida e estudada a baixa fertilidade nos meses quentes do ano. Embora
haja diferentes resultados quanto as altera¢des endocrinas que causam a baixa
fertilidade relacionada as altas temperaturas ambientais, hA um consenso da
maioria dos autores em atribuir essa queda da fertilidade a reducéo na ingestao
de alimento, ocasionada pelo estresse térmico, como descreve uma revisédo
sobre o assunto (DE RENSIS; SCARAMUZZI, 2003).

Relativo a puberdade, foi observado que novilhas criadas sob longo
fotoperiodo entraram na puberdade mais cedo que novilhas criadas sob
ambiente de curto fotoperiodo (RIUS et al., 2005; SCHILLO et al., 1983).

Variagbes no comportamento estral também foram identificadas em
vacas de corte. Comparando as estacdes, vacas foram montadas mais vezes
no inverno do que na primavera e verao, e o intervalo entre montas foi maior no
verdo comparado ao inverno e a primavera. Ja a ovulacdo apds o inicio do

estro, ndo foi influenciada pela estacdo (WHITE et al., 2002).
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A funcgdo enddcrina e a dindmica folicular foram alteradas pela estagéo
climatica e pelo stress térmico (WILSON et al., 1998; WOLFENSON et al.,
1995; 1997).

Resultados divergentes relatam a influéncia de altas temperaturas
ambientais sobre o crescimento folicular. Badinga et al. (1993) observaram que
temperatura elevada diminuiu o tamanho e o fluido do foliculo dominante no
oitavo dia do ciclo estral. Foi relatado que a estac&o influenciou o tamanho do
foliculo dominante da primeira onda e do foliculo pré-ovulatorio (BADINGA et
al., 1994; MCNATTY et al., 1984). Ja outros estudos concluiram que nem o
estresse térmico (TROUT et al.,, 1998; WOLFENSON et al., 1995) nem a
estacdo (WOLFENSON et al.,, 1997) influenciaram o tamanho do foliculo
dominante. Resultados divergentes, quanto aos efeitos do ambiente sobre o
crescimento folicular, podem ser devidos a diferencas na raga do animal, na
temperatura ambiental, no tempo de exposicdo e até mesmo na nutricdo no
periodo.

Quanto ao perfil enddcrino da reproducédo de bovinos ao longo das
estacdes do ano, a literatura apresenta resultados conflitantes. Em relacdo a
concentracdo P4, em Bos taurus indicus foi descrito auséncia de efeito sazonal
na concentracao sérica (GAMA FILHO et al., 2007), maiores concentracdes em
fotoperiodo decrescente, comparados a fotoperiodo crescente (LAMOTHE-
ZAVALETA et al., 1991; ZEITOUN et al., 1996) e até mesmo 0 inverso
(BORGES et al., 2003). Também o CL de zebuinos apresentou maior area e
volume no verdo comparado ao inverno (BORGES et al., 2003). No cultivo de
células luteinicas foi observada variacdo sazonal da producdo de P4 em
resposta ao LH, com maior capacidade no verdo em relagdo ao inverno
(RANDEL, 1984; RHODES et al., 1982). Uma provavel variagdo na
funcionalidade do CL de bovinos ao longo do ano deve ser considerada.

Em relacdo a concentracdo de LH, a literatura também apresenta
resultados divergentes quanto ao padréo de secrecédo nas diferentes estacdes
do ano. Na raca Brahman (Bos taurus indicus), foi relatada falta de influéncia

sazonal na concentracdo plasmatica de LH em vacas inteiras, e acentuada
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diminuicdo em ovariectomizadas no verdao (KINDER et al., 1997). Em vacas
Bos taurus taurus ovariectomizadas, ha relatos de maior concentracdo e maior
amplitude de pulsos de LH, em resposta ao estradiol, no equindcio de
primavera, comparado a outras épocas do ano (DAY et al., 1986; STUMPF et
al., 1988). Em novilhas Holandesas ovariectomizadas foi constatado variacéo
sazonal na concentracdo de LH e na sua resposta a indugdo com estradiol,
com maiores concentragcdes no inverno que no verdo (CRITSER et al., 1983).
Em Bos taurus indicus inteiras foram encontrados niveis de LH maiores e maior
ocorréncia de pico pré-ovulatéria na primavera e verdo, comparados com o0
inverno (RANDEL, 1984). Em touros inteiros e gonadectomizados também foi
observada variacdo sazonal na concentracdo de LH sérico (STUMPF et al.,
1993). Uma possivel causa da variacdo sazonal na concentracédo de LH sérico
foi a provavel mudanca da sensibilidade hipotalamica ao estradiol.

Animais com sazonalidade reprodutiva usam o fotoperiodo como uma
referéncia, pelo qual percebem momentos mais propicios a atividade
reprodutiva e alteram a secrecdo GnRH e subsequentemente a liberacdo de LH
e FSH pela hipofise. O mecanismo pelo qual este estimulo fisico altera a
reproducdo envolve um complexo sistema bioquimico e enddcrino cerebral que
permanece ainda pouco conhecido. Recentes pesquisas relatam que, além da
conhecida melatonina, outros horménios como os tireoidianos (NAKAO et al.,
2008) também apresentam importante papel no controle da sazonalidade
reprodutiva de mamiferos.

Neste trabalho, foi avaliada, em novilhas Nelore inteiras, a variacao
sazonal do ciclo estral, analisando a dinamica folicular e a concentracéo
plasmatica de P4 e LH, e, em ovariectomizadas, a variacdo sazonal da
secrecao de LH apds a administracdo de estradiol.
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CAPITULO 2 - VARIACAO DO CICLO ESTRAL DE NOVILHAS Bos taurus
indicus (NELORE) EM DIFERENTES ESTACOES DO ANO

Variacéo do Ciclo Estral de Novilhas  Bos taurus indicus (Nelore) em
Diferentes Esta¢gbes do Ano

RESUMO - Seis novilhas Nelore tiveram seus ciclos estrais acompanhados
durante diferentes estacdes do ano (outono n=11; inverno n=8; primavera n=9;
verdo n=9) com exames ultrassonograficos diarios para contar e mensurar
foliculos 23mm. Amostras de sangue foram colhidas a cada 12h para hormonio
luteinizante (LH) e progesterona (P4), e a cada 3h do estro até a ovulacdo para
caracterizar o pico de LH. Cinco novilhas ovariectomizadas receberam 17f3-
estradiol (2ug/kg/p.v.) em cada estacao, e amostras de sangue foram colhidas
depois disso a cada 3h para quantificacdo de LH. A diferenca percentual
mensal (A%) do peso nédo variou entre as esta¢gfes. A concentracdo média de
P4 no ciclo estral foi maior (p=0,001) e o numero de foliculos menor (p=0,001)
durante o outono (2,5+0,2ng/mL; 7,8+0,1) e verdo (2,9+0,3ng/mL; 6,8%0,2)
comparado com o inverno (1,4+0,2ng/mL; 9,6+0,3) e primavera (1,6£0,2ng/mL;
9,7+0,3). Durante o inverno houve mais ciclos estrais com trés (5 de 8) e
durante o verdo somente ciclos com duas ondas foliculares (p=0,009). Como a
secrecdo de LH n&o variou, apesar da variagcdo sazonal na concentracdo de
P4, e como houve correlacdo negativa entre os valores maximos de P4 e a
variacdo percentual do fotoperiodo (p=0,0056; r = -0,4465), uma variacao
sazonal na sensibilidade das células luteinicas ao LH precisa ser avaliada. Nas
novilhas ovariectomizadas, a concentracéo circanual de LH sem o estimulo de
estradiol foi significante (p=0,0214). A resposta de LH ao tratamento de
estradiol foi menor no verdao (0,8+0,2ng/mL vs 1,3£0,5ng/mL). Nés supomos
que existe variagao sazonal na sensibilidade hipotalamica ao estradiol.



36

Palavras-chave: Estacdes do ano, estradiol, hormdnio luteinizante, foliculo

ovariano, progesterona

1 Introducéo

Observando a familia Bovidae encontramos diversas espécies que
reproduzem estacionalmente, como ovinos, caprinos e bubalinos. Embora a
espécie Bos taurus seja considerada poliestrica anual, algumas caracteristicas
reprodutivas podem variar ao longo do ano, como maior freqiéncia de monta
em bovinos de corte no inverno comparado com o verdo’. De forma geral, a
literatura apresenta resultados conflitantes quanto a sazonalidade reprodutiva
de bovinos. Em Bos taurus indicus foi descrita tanto a auséncia de efeito
sazonal na concentracdo sérica de P4% quanto maiores concentracdes em
fotoperiodo decrescente, comparados & fotoperiodo crescente®* e até mesmo
o inverso®. Também o CL de Bos taurus indicus foi descrito com maior area e
volume no verdo comparado ao inverno®, e maior capacidade de producdo de
P4 em resposta ao LH%". Em relacdo ao LH, na raca Brahman (Bos taurus
indicus), foi relatada auséncia de influéncia sazonal na concentracdo
plasmatica de LH em vacas inteiras, e acentuada diminuicdo em
ovariectomizadas no verdo®. Em vacas Bos taurus taurus ovariectomizadas, ha
relatos de maior concentragcao e maior amplitude de pulsos de LH, em resposta
ao estradiol, no equinécio de primavera, comparado a outras épocas do ano®*°.
Em vacas Bos taurus indicus inteiras foram encontrados niveis de LH maiores
e maior ocorréncia de onda pré-ovulatdria na primavera e verao, comparados
com o inverno®.

O inverno inicia no solsticio de inverno, a partir do qual o fotoperiodo
aumenta gradativamente (crescente) até o solsticio de verdo, quando o
fotoperiodo passa a regredir (decrescente). Animais com sazonalidade
reprodutiva utilizam o fotoperiodo como uma referéncia, pelo qual percebem

momentos mais propicios a atividade reprodutiva e alteram a secrecdo de
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GnRH no hipotdlamo e subsequentemente a liberagdo de LH e FSH pela
hipofise, controlando a funcéo gonadal.

No ciclo estral de bovinos, periodo entre duas ovulac¢des, o0 crescimento
folicular exibe um padrdo de ondas que ocorre periodicamente, tanto nas racas
taurinas (Bos taurus taurus)'' quanto nas zebuinas (Bos taurus indicus) ***2.
Os foliculos recrutados em uma onda crescem em resposta a estimulagéo do
FSH, aquele que inicia seu crescimento primeiro torna-se o dominante**. Cada
onda folicular é composta por trés fases distintas: fase de recrutamento,
selecdo e dominancia®>. Em uma onda, os foliculos crescem de forma
semelhante até momento da divergéncia ou desvio, no qual se inicia a
diferenca nas taxas de crescimento entre os dois maiores foliculos®®, o foliculo
que continua seu crescimento, agora chamado de dominante, torna-se
dependente de LHY e suprime o crescimento dos restantes, através da
supressdo do FSH. A secrecdo de FSH é inibida pela folistatina, inibina,
produzidas pelos foliculos em crescimento, e, principalmente, pelo estradiol
produzido pelo foliculo dominante**®, que agem no hipotadlamo. Para
sensibilidade ao estradiol, o hipotalamo dependente de uma exposi¢do prévia
de P4, como foi observado na secrecdo em pico de LH'. Tratamentos com P4

20,21

falharam em suprimir a onda de FSH em bovinos"“", contudo, demonstraram

importante papel na supressdo de LH'"%°.

Em um experimento piloto realizado pelo Laboratério de Endocrinologia
Animal da Universidade Estadual Paulista (UNESP) Campus Aracatuba-SP
Brasil, foi constatada variacdo sazonal na concentracdo de LH sérico em
novilhas Nelore ovariectomizadas, com correlacdo negativa com a variacado do
fotoperiodo®?, o que suscitou o interesse em desenvolver este experimento.

Neste trabalho, foi testada a hipétese de que fémeas da raca Nelore
apresentam modificacdes no ciclo estral em funcdo das estacdes do ano,
consequéncia de uma variacdo sazonal na concentracdo de LH, avaliada em
novilhas Nelore inteiras. E que essa variagdo estacional na concentracdo de LH
ocorre em funcdo de uma variagdo sazonal na sensibilidade hipotalamica ao

estradiol, avaliada em novilhas Nelore ovariectomizadas.
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2 Material e Método

2.1 Animais

O presente trabalho teve aprovacdo do comité de ética em
experimentagcédo animal da instituicdo local (2007-003614). Foram utilizadas 11
novilhas da raca Nelore com 36 meses de idade, nascidas em um intervalo de
30 dias, sendo seis inteiras e cinco ovariectomizadas a mais de dois anos,
mantidas nas dependéncias do curso de Medicina Veterinaria da UNESP
Campus de Aracatuba-SP (Sul-21°12' 32" e Oeste-50°25" 58"), com acesso a
dgua e a suplementacdo mineral, ad libitum. Foram pesadas mensalmente,
manejadas em piquetes de Brachiaria brizantha e, nos meses de seca, semi-
confinadas com uma mistura de bagaco de cana-de-acucar hidrolisado e ragéo
balanceada (soja, milho e nucleo). A oferta de racdo variou conforme o peso
das novilhas, quando aconteceu, atingiu 0 maximo de 2 kg/dia por animal, os
periodos de suplementacéo foram registrados.

Os parametros climaticos foram coletados na CATI (Coordenadoria de
Assisténcia Técnica Integral) de Aracatuba, e a variagdo no fotoperiodo local foi

obtida no endereco eletronico apolo11%.

2.2 Experimento

As seis novilhas inteiras foram examinadas por ultrassonografia trans-
retal ao longo de um ano, no qual foram analisados dois ciclos estrais por
estacao climatica por animal. Antes do inicio dos exames em cada ciclo, o estro
foi sincronizado com duas aplicacdes de agente luteolitico (Cloprostenol sodico
- Ciosin® ou d-Cloprostenol - Prolise®) na dose 530ug, intramuscular, com
intervalo de 12 dias. Apds a segunda aplicacdo, as novilhas foram submetidas
diariamente a exames ultrassonograficos, pelos quais foram observadas as

ovulacbes induzidas pelo tratamento hormonal (DO) e, a partir de entéo,
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acompanhado todo o ciclo estral até a ovulacdo seguinte, identificada pelo
desaparecimento do foliculo dominante, ou até D24, novilhas que ndo ovularam
até o 242 dia, tiveram os dados do ciclo estral excluidos da analise estatistica.
Foi utilizado aparelho de ultrassom da marca GE (General Electric®) modelo
Logic 100, equipado com um transdutor linear de 5 MHz. Os exames
ultrassonogréficos foram realizados por uma Unica pessoa, sempre por volta
das 6 h, quando foram avaliados ambos os ovarios, contado e mensurado os
diametros (média da soma da altura e largura do antro folicular, congelando a
imagem na area aparente de maior didametro) de todos os foliculos = 3 mm. Os
foliculos foram posteriormente separados e avaliados: o didmetro do maior
foliculo, o numero total de foliculos e o namero de diferentes categorias
(3=n°<5 mm - pré-desvio folicular, 5<n°<9 mm e 9<n°<14 mm).

Diariamente durante os ciclos estrais, todas as novilhas inteiras foram
submetidas a duas colheitas de sangue, a primeira imediatamente antes da
realizacdo do exame ultrassonografico, por volta das 6 h, e a segunda por volta
das 18 h. Com a apresentacdo de sinais de estro (muco vaginal, foliculo
dominante e comportamento de aceitar a monta) as amostras de sangue foram
colhidas a cada trés horas até a ovulagéo, para identificagdo do pico de LH.
Foram utilizadas amostras a cada trés dias em cada ciclo, no periodo da
manha, para quantificacdo de P4.

Uma vez por estacdo, as cinco novilhas ovariectomizadas receberam
17B-estradiol (2ug por kg de p.v.) e tiveram amostras de sangue colhidas antes
da aplicacéo e a cada trés horas, por 30 horas, para avaliacdo da secrecao de
LH.

Todas as novilhas tiveram amostras de sangue colhidas a cada quatro
dias para avaliagédo do perfil circanual da concentracdo plasmética basal de LH,
das novilhas inteiras foram excluidos eventuais picos, e das novilhas

ovariectomizadas foram excluidos os tratamentos.
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2.3 Quantificagao Hormonal

As quantificacbes hormonais foram realizadas por radioimunoensaio
(RIA) no Laboratoério de Endocrinologia Animal da Unesp de Aracatuba. Para a
P4 das novilhas inteiras, foi utilizado “kit” comercial (COAT-A-COUNT, DPC®),
com o coeficiente de variacao (CV) intra-ensaio de 4,88% para o controle alto
(20,67 ng/mL) e 7,92% para o controle baixo (0,11 ng/mL), com sensibilidade
dos ensaios de 0,0191 ng/mL. Para quantificacdo de LH, foi realizado o RIA

descrito por Bolt et al.*

, com média do CV intra-ensaio foi de 9,36% para o
controle alto (7,26 ng/mL) e de 13,31% para o controle baixo (0,34 ng/mL); o
CV inter-ensaio foi de 12,37% para o controle alto e 13,74% para o controle

baixo, com sensibilidade de 0,048 ng/mL.

2.4 Analise Estatistica

Entre diferentes esta¢gbes do ano, foi comparada a variagao percentual
(A%) diaria do fotoperiodo e os parametros climaticos, pelo teste de Kruskal-
Wallis e pos-teste de Dunn, e o numero de ciclos com duas e trés ondas
foliculares, pelo teste exato de Fisher.

Foi comparado o didmetro dos foliculos dominantes de cada onda, nos
ciclos com duas ondas, pelo teste t pareado, e nos ciclos com trés ondas, por
analise de variancia (ANOVA) por medidas repetidas e o pos-teste de Tukey.

Entre as estacdes do ano, tanto para as novilhas inteiras quanto para as
ovariectomizadas, a média do peso e da variacdo percentual (A%) do peso
foram comparadas por ANOVA por medidas repetidas com o pOs-teste de
Tukey. Este mesmo teste foi utilizado para o comprimento dos ciclos estrais e
os dados foliculares obtidos pelos exames ultrassonograficos. Algumas dessas
variaveis foram transformados em logaritmo (LOG;o(X+1)) ou raiz quadrada
(SQRT(X+1)), quando nao passaram no teste de normalidade de residuos.



41

Tanto nas amostras das novilhas inteiras quanto das ovariectomizadas,
foi utilizado o programa GrafPad Prism 3.00° para identificar picos de LH e
calcular variaveis da secrecdo de LH: area total, area sob o pico, amplitude
entre o primeiro e o ultimo ponto do pico e a concentracdo maxima. Nas
novilhas inteiras foram comparadas entre as diferentes estacdes: as
caracteristicas da secrecdo de LH, a concentracdo plasmatica basal (sem
picos) de LH durante os ciclos, o perfil circanual da concentracdo plasmatica
basal de LH, a concentracdo plasmatica de P4, o valor maximo em cada ciclo e
a concentracdo de LH em quatro amostras (D6, D9, D12 e D15) de cada ciclo.
Ja nas novilhas ovariectomizadas, foram comparadas entre as diferentes
estacdes: as variaveis da secrecdo de LH, a concentracdo plasmatica de LH
(com picos) em resposta ao tratamento com estradiol e o perfil circanual da
concentracdo plasmética basal de LH. Esses dados também foram
transformados quando ndo passaram no teste de normalidade de residuos.

Os valores maximos de P4, obtidos das novilhas inteiras, foram
correlacionados a variacdo percentual do peso dos respectivos animais, por
correlacdo de Pearson, e a variagdo percentual (A%) diaria do fotoperiodo, por
correlacao de Spearman.

Considerando o nivel de significancia de 5%, os dados foram

apresentados como média e erro padrao da média.

3 Resultado e Discussao

Foram identificadas diferencas que caracterizaram o clima tropical da
regido: temperaturas elevadas durante todo o ano, o verdo com maior indice
pluviométrico e o inverno como a estacao de seca (Tabela 1). Houve diferenca
entre as estacdes na média da variacdo percentual (A%) diaria do fotoperiodo
(Tabela 1), o que mostrou que embora esteja em uma zona intertropical, ha
diferenca de 2 h 36 min entre os solsticios.
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Foram avaliados 37 ciclos estrais, sendo 11 no outono, oito no inverno,
nove na primavera e nove no verao. Outros 11 ciclos estrais foram excluidos
por excederem 24 dias, sendo um no outono, quatro no inverno, trés na
primavera e trés no verao.

Durante o experimento foram observados 25 ciclos com duas ondas
(67,6%) e 12 ciclos com trés ondas foliculares (32,4%). Em bovinos, mais de
95% dos ciclos estrais possuem duas ou trés ondas foliculares'®, podendo
ocorrer variacdo num mesmo animal***®, embora a maioria apresente o0 mesmo
niimero de ondas em ciclos consecutivos™®. Vacas Nelore tém a predominancia

12,24

de ciclos com duas ou trés ondas®, enquanto que novilhas, com trés ondas

1224 Considerando a idade de 36 meses das novilhas deste

foliculares
experimento, a frequéncia de 67,6% de ciclos com duas ondas assemelha-se
ao descrito para vacas.

No inverno, houve maior numero de ciclos com trés ondas foliculares,
diferente (p=0,009) do verdo, somente com ciclos de duas ondas (Tabela 2).
Contudo, a média do comprimento dos ciclos estrais ndo diferiu entre as
estacOes, foi de 21+0,2 dias durante todo o experimento (Tabela 2),
concordando com a literatura®®. Normalmente a duracéo da fase luteal é quem

determina o ndmero de ondas e o comprimento do ciclo estral™**%

, porém,
fatores que influenciam o desenvolvimento do foliculo dominante na primeira
onda podem ser responsaveis pela regulacdo do padrdo de ondas. O
aumento na proporcdo de ciclos com trés ondas foi associado a baixa
qualidade da dieta e ao estresse térmico'*?*. Apesar disso, outros autores nao

1225 quanto em Brahman*, em

encontraram diferenca sazonal tanto em Nelore
relacdo ao nimero de ondas foliculares.

Nos ciclos estrais com duas ondas foliculares, ndo houve diferenca
(p=0,3216) entre o diametro maximo do foliculo dominante da primeira onda
(12,1+0,3 mm) e o foliculo pré-ovulatério (12,5+0,3 mm). J& nos ciclos que
apresentaram trés ondas foliculares, o didmetro do foliculo dominante da
segunda onda foi menor (9,7£0,4 mm, p=0,0004) que os da primeira onda

(11,3+0,4 mm) e que os pré-ovulatorios (12,1+0,2 mm). Essa diferenca entre os
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foliculos dominantes nos animais com trés ondas foliculares, esta de acordo
com a literatura tanto para taurinos®> como para zebuinos'?, e pode ser
explicado pela diferente producdo de P4 pelo CL, que atinge a producéo
méxima entre o 5° e 11° dia do ciclo?’, os altos niveis de P4 diminui a
concentracdo’’ e a freqiiéncia de pulsos de LH', levando a um menor
didmetro, consequéncia de um menor periodo de crescimento do foliculo
dominante da segunda onda'®. Ao contrario, baixas doses de P4 resultam em
um maior didametro do foliculo dominante, e uma maior fase de dominancia,
atrasando a emergéncia da proxima onda folicular*”%.

Nas novilhas inteiras, houve maior concentracdo de P4 plasmatica
(média durante todo o ciclo estral) no outono e no verdo — fotoperiodo
decrescente —, quando comparados com o inverno e a primavera — fotoperiodo
crescente — (Figura 1A). Os valores maximos de P4 em cada ciclo foram
maiores nas estacdes com fotoperiodo decrescente (p=0,002; Figura 1D).
Maiores concentracdes de P4 em vacas sob fotoperiodo decrescente também
foram encontradas por outros autores®*. Uma possivel explicacdo para isso
seria uma maior sensibilidade do CL ao LH em animais expostos ao
fotoperiodo negativo, com maior producdo de P4, como ja relatado em cultura
de células luteinicas de Bos taurus indicus®’.

Considerando que a alimentacdo possa modificar o metabolismo
hepatico da P4, as novilhas foram pesadas mensalmente, e o peso médio das
novilhas inteiras avaliado durante o experimento foi 622,5+8,9kg, enquanto o
peso das ovariectomizadas foi 647,4+20,7kg. O peso das novilhas inteiras no
outono foi menor (p=0,0139) que o0 peso na primavera, mas nao houve
diferenca no peso das ovariectomizadas (p=0,1235) entre as estacdes (Tabela
2). A média da variacdo percentual do peso das novilhas inteiras (p=0,2057) e
das ovariectomizadas (p=0,2815) ndo apresentou variacdo sazonal (Tabela 2).

N&o houve correlacdo entre os valores maximos de P4 encontrados em
cada ciclo e a variacao percentual (A%) do peso do animal no respectivo més
do ciclo estral (p=0,6586; r = -0.07511), ja entre o valor maximo de P4 e a

variacdo percentual (A%) diaria no fotoperiodo, apresentaram correlacao
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negativa (p=0,0056; r = -0,4465). Os periodos em que houve maior
suplementacdo — outono e inverno — ndo coincidiram com os periodos de
menor concentracdo de P4 — inverno e primavera. Sendo assim, um possivel
efeito sazonal na funcéo lutea de zebuinos ndo pode ser descartado. Convém
salientar que as novilhas foram mantidas a pasto e suplementadas com bagaco
de cana hidrolisado, recebendo no maximo 2 kg de racdo por cabeca/dia.
Considerando o peso médio das novilhas inteiras de 622,5 kg, elas receberam
no maximo 0,3% do peso vivo de concentrado.

Houve um menor ndmero total de foliculos observados a cada dia
(p=0,003) no outono e verdo, em comparacdo com O inverno e primavera
(Tabela 2; Figura 1B). Dentre as categorias, houve um menor numero de 3 mm
< foliculos < 5 mm (p=0,0197) no verdo, em comparacao com o inverno e a
primavera (Tabela 2). Comparando os ciclos estrais analisados, uma menor
quantidade de foliculos = 3 mm foi observada em estacdes onde houve maior
concentracdo de P4 (Figuras 1B e 1D). Diferente do observado, Adams et al.?°
trataram novilhas holandesas com trés diferentes doses de P4 e observaram
um menor numero de foliculos 2 4 mm ao longo do ciclo tratado com a
concentracdo mais baixa que a fisioldgica, resultado do prolongamento da fase
de dominancia folicular, atrasando a onda de FSH e a fase de crescimento da
onda seguinte. Sendo assim, nas novilhas Nelore, houve maior numero de
foliculos emergidos ao longo de um ciclo estral, com menor concentracdo de
P4.

Apesar da diferenca entre as estacdes na concentracdo de P4, nao
houve diferenca no padrdo de secrecdo de LH: na area total (p=0,3184), na
area sob o pico (p=0,2230), na amplitude entre o primeiro e o ultimo ponto do
pico (p=0,5419), na concentracdo maxima de LH (p=0,3011), na concentracdo
plasmatica basal de LH durante os ciclos (p=0,3500) e na concentracao
plasmatica circanual de LH (amostras colhidas a cada quatro dias excluindo
eventuais picos; p=0,3167, Figura 3C). Das cinco novilhas ovariectomizadas
estimuladas com 17@-estradiol, trés ndo apresentaram pico de LH no verdo

(Figura 2), consequéncia disso, a secrecdo de LH apds a estimulacdo
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estrogénica foi menor (p=0,0004) no verao (0,8+0,2 ng/mL) que no outono
(1,2+0,4 ng/mL), inverno (1,3+0,4 ng/mL) e na primavera (1,3£0,5 ng/mL).
Mesmo a concentracdo plasmatica circanual de LH (amostras colhidas a cada
quatro dias) nas novilhas ovariectomizadas foi menor no verdo que no outono
(p=0,0214, Figura 3A), semelhante ao resultado descrito por Nogueira et al.?.
Entretanto, a exemplo das novilhas inteiras, nas ovariectomizadas né&o
encontramos variagdo sazonal nas caracteristicas dos picos: area total
(p=0,1976), area sob o pico (p=0,0522), amplitude entre o primeiro e o ultimo
ponto do pico (p=0,6873) e concentracdo maxima de LH (p=0,1763). O que
diferiu foi a frequiéncia de observacéo de picos de LH em resposta ao estradiol
em apenas trés, das cinco novilhas ovariectomizadas, no verédo (Figura 2). Na
raca Brahman, a auséncia de influéncia sazonal também foi encontrada e
houve diminuicdo na concentracdo plasmatica de LH em vacas
ovariectomizadas no verdo®. Também em vacas Bos taurus taurus
ovariectomizadas ha relatos de maior secrecdo de LH em resposta ao estradiol,

910 & em novilhas no inverno?®.

no equinécio de primavera

Ao longo do ciclo estral, o LH é secretado em pulsos, de 1 a cada 1-2 h,
quando h& pouca P4 apds a ovulagdo, diminuindo para 1 a cada 3-4 h, no meio
do ciclo quando a P4 € maxima, aumentando novamente apods a lutedlise e o
aumento da producdo de estradiol, até culminar no pico pré-ovulatério®®?’.
Como foi observada variagéo na concentracao de P4 entre as estac¢des (Figura
1C), o LH foi quantificado nas amostras colhidas nos dias D6, D9, D12 e D15
do ciclo estral, para avaliar a influéncia do LH sobre a concentracdo de P4 e da
concentracdo de P4 sobre o LH. Porém, néo foi encontrada variacdo sazonal
nas concentragdes plasmaticas de LH nestas amostras (p=0,4697), o que
reforca a hipotese de que haja uma variagdo na sensibilidade das células
luteinicas ao LH, entre as estacdes, como descrito por Randel® e Rhodes et al.’
em zebuinos.

Embora apresente efeito supressor sobre a secrecdo do LHY¥?%, a

exposicdo prévia a P4 é necesséria na sensibilizacdo do hipotdlamo ao

estradiol, observado na secrecdo do pico de GnRH/LH'. Isto porque ela
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aumenta a quantidade dos receptores de estradiol no hipotdlamo mediobasal
mais sensivel & ocorréncia do pico de LH***'. A explicacdo da ocorréncia de
menor quantidade de foliculos ovarianos nas estacbes com maiores
concentracfes de P4 (Figura 1B e 1D) encontrados neste experimento, pode
estar na variagdo da sensibilidade hipotalamica ao estradiol. A maior
sensibilidade do hipotdlamo ao estradiol durante a fase luteinica (com maior
concentracdo de P4) permitiria que o estradiol produzido pelo foliculo em
crescimento suprimisse a secrecdo de FSH prematuramente, antecipando o
momento da divergéncia folicular.

Ao longo da evolugcédo, animais selvagens foram selecionados pela
pressdo ambiental para a ocorréncia do parto em estacdes climaticas de maior
oferta de alimento. Se observada a origem do Bos taurus indicus, encontramos
o bufalo doméstico (Bubalus bubalis) da mesma familia Bovidae oriundo da
regido indiana e com periodo de gestacdo ndo muito diferente, que possui
estacdo reprodutiva bem definida nos dias curtos®. Analisando as condicdes
climaticas indianas, observa-se que a oferta de pastagem aumenta com o inicio
do verdo, quando os ventos de mong¢des sopram do oceano indico para o
continente, aumentando o indice pluviométrico®*. Raciocinando segundo a
teoria evolutiva de Darwin, nas condi¢cdes climaticas indianas, animais com
periodo de gestacao de 9 (bovinos) e 10 (bubalinos) meses, devem apresentar
atividade reprodutiva entre o fim do verdo e o outono (fotoperiodo negativo),
para que os partos ocorram no fim da primavera e inicio do verdo, quando ha
melhores condicbes ambientais.

A manipulacdo hormonal do ciclo estral possibilitou um incalculavel
acréscimo a producgdo pecuaria. Protocolos de sincronizacdo de estro tém sido
amplamente aplicados em diferentes espécies, contudo as que apresentam
comportamento estral sazonal parecem néo ser adequadamente responsivas a
tratamentos com progestagenos e estrogenos, durante estacdo desfavoravel a
reproducdo, como foi observado em cabras ovariectomizadas®, o que indica
que possa haver uma alteragdo na expressédo de receptores ao longo das

estacbes. Em bufalas, o bloqueio do desenvolvimento folicular, apés a
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aplicacao de valerato de estradiol e norgestomet, pareceu ser menos intenso
fora da estacdo reprodutiva®®. Rao e Pandey®® observaram que as
concentracOes basais de 17 B-estradiol e LH, em bufalas com ciclos estrais
regulares, ndo variaram ao longo do ano, contudo, foram significantemente
mais altas proximas ao estro na estacao reprodutiva favoravel. Em ovelhas foi
observado maior expressdo de receptores de estradiol na area préoptica em
dias longos, comparado & dias curtos®’. Observando a variacdo estacional da
resposta de LH a aplicacéo de 17 B-estradiol obtida nesse experimento (Figura
3) é possivel supor que no Nelore haja uma menor expressao de receptores
hipotalamicos para estradiol, na regido mais favoravel ao pico de LH, no verao.

Durante a domesticacdo, os zebuinos foram selecionados contra a
caracteristica sazonal reprodutiva e hoje a subespécie apresenta capacidade
de reproducdo durante todo o ano®, confirmado nesse experimento, porém,

algumas caracteristicas ainda guardam uma heranga do processo evolutivo.

4 Conclusao

Novilhas da raca Nelore apresentaram alteracdo sazonal no ciclo estral,
observada na variacdo da concentracdo de P4, no numero de foliculos e no
namero ondas foliculares. Essas alteracbes n&o foram relacionadas a
concentragdo de LH nas novilhas inteiras, pois esta ndo variou entre as
estacdes do ano.

Houve variacdo na resposta da secrecdo de LH ao 17B-estradiol, em
novilhas ovariectomizadas, provavel consequéncia da modificagdo da

sensibilidade hipotalamica ao estradiol.
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Tabela 1 - Caracterizacdo climatica (médiatEPM) diaria da temperatura, da
pluviosidade, do fotoperiodo e da variacdo no fotoperiodo, nas
diferentes estacdes durante o experimento (Sul-21° 12" 32" e
Oeste-50°25' 58") — Aracatuba-SP, 2009
2007 2008
Outono Inverno Primavera Veréo

Variavel

Temperatura Maxima (°C) 29,27+0,6° 30,60+0,5°° 33,32+0,4% 31,81+0,3"
Temperatura Minima (°C) 15,32+0,5° 14,19+0,3° 19,74+0,2% 20,26+0,1%

Temperatura Média (°C)  22,29+0,4° 22,40+0,4° 26,53%0,3% 26,0310,22

Pluviosidade mm/dia 2.65+1,1° 0,98+0,5° 2.76+0,8a° 5,69+1,5%
Fotoperiodo (h:min) 11:20 11:20 12:55 12:55
Variagdo diaria no 0,1240,0° 0,1240,0° 0,1240,0° -0,12:0,0°

fotoperiodo (%)

Valores seguidas por letras distintas na linha, diferem entre si (p<0,001) pelo teste de Dunn.
1 - Média difere de letras distintas (p<0,05).
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Tabela 2 — Comparacdo das caracteristicas dos ciclos estrais entre as
estacdes — (médiatEPM) do nimero de foliculos observados em
cada dia, de diferentes categorias, do diametro do foliculo pré-
ovulatério, do comprimento dos ciclos, do peso das 8 novilhas
Nelore inteiras nos meses em que houve ciclos, da variacdo do
peso nesses meses, do peso das novilhas ovariectomizadas nos
meses em que houve tratamento e da variacdo de peso nesses
meses. Comparagdo do numero de ciclos estrais com 2 e 3
ondas foliculares, entre as estacdes — Aracatuba-SP, 2009

Variavel

Foliculos totais

3mm < Foliculos

<5mm

5mm < Foliculos

< 9mm

9mm < Foliculos

< 14mm

Foliculo pré-

ovulatério (mm)*

NUmero de ciclos
com 2 e 3 ondas

foliculares?
Comprimento

dos ciclos (dias)

Peso (kg) das

novilhas inteiras

Variacao (%) do

peso das

novilhas inteiras

Peso (kg) das
novilhas

ovariectomizadas
Variacéo (%) do

peso das
novilhas

ovariectomizadas

7.8+0,1°

6,2+0,1%°

1,040,02
0,6+0,0°
12,040,5%
7e4%®
20,8+0,42

583,6+8,8"

0,6+0,3%

579,2+19,5%

2007 2008
Outono(n=13) Inverno(n=8) Primavera(n=9) Verao(n=9)
9,6+0,32 9,7+0,32 6,8+0,2°
7,8+0,32 7,7+0,32 4,9+0,2°
1,2+0,1° 1,4+0,1° 1,240,112
0,6+0,02 0,6+0,02 0,6+0,02
11,6+0,4° 12,1+0,3% 13,1+0,5%
3e5? 6 e 3% 9e0P
20,9+0,5% 21,1+0,5% 20,6+0,5%
629,3+13,7%® 655,2424,9% 629,9+14,8%
3,4+0,82 0,1+1,92 -0,6+1,72
62442212  703,2464,8% 683,2+25,6%
2,6+0,32 0,943,52 -2,4+0,3%

0,8+0,4%

Médias seguidas por letras distintas na linha, diferem entre si (p<0,05) pelo teste de Tukey.
1 Médias seguidas por letras distintas na linha, diferem entre si (p=0,06) pelo teste de Tukey.
2 Médias seguidas por letras distintas na linha, diferem entre si (p<0,01) pelo teste de Fisher.
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FIGURA 1 — (A) Concentracdo de progesterona plasmatica média durante o
ciclo estral, (B) numero de foliculos =2 3 mm observados em cada
dia, (C) concentracdo de progesterona plasmatica a cada trés
dias e (D) concentracdo de progesterona plasmética maxima
(médiatEPM) nos ciclos estrais acompanhados por estacao
(outono-n=11; inverno-n=8; primavera-n=9; verao-n=9) de seis
novilhas Nelore, em funcdo do fotoperiodo. Barras com letras
distintas, diferem entre si (p<0,01) pelo teste de Tukey -
Aracatuba-SP, 2009.
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FIGURA 2 - Concentracdo plasmatica de LH em cinco novilhas Nelore
ovariectomizadas, no momento e a cada 3h ap0s a aplicagéo de
17B-estradiol (2ug por kg de peso vivo), nas diferentes estacdes
do ano. * = picos de LH — Aracatuba-SP, 2009.
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FIGURA 3 - (A) Concentracdo plasmatica de LH, amostras a cada quatro dias,

de cinco novilhas Nelore ovariectomizadas (excluindo os periodos
de tratamento com 17(3-estradiol) nas diferentes estagdes do ano
(médiatEPM). (B) Médias da concentracdo plasmaticas de LH,
amostras a cada quatro dias, de cinco novilhas Nelore
ovariectomizadas (incluindo os periodos de tratamento com 17(3-
estradiol) ao longo do ano, com o periodo de suplementacao. (C)
Concentracdo plasmatica de LH, amostras a cada quatro dias
(excluindo os picos pré-ovulatérios), de seis novilhas Nelore
inteiras nas diferentes estacdes do ano (médiatEPM). (D) Médias
da concentracdo plasmatica basal de LH, amostras a cada quatro
dias (excluindo os picos pré-ovulatorios), de seis novilhas Nelore
inteiras ao longo do ano, com o periodo de suplementacdo — em
funcdo do fotoperiodo. Barras com letras distintas, diferem entre
si (p<0,05) pelo teste de Tukey — Aracatuba-SP, 2009.
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