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Sincronizagao folicular e vascularizagao do foliculo dominante
em novilhas mesticas tratadas com estradiol*

Follicle synchronization and changes in vascularization of the dominant
follicle in crossbred heifers after estradiol treatment
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Resumo

Avaliou-se a sincronizagéo folicular e vascularizagéo na parede do foliculo dominante (FD) apds o tratamento com Cipionato
(CE) ou Benzoato de estradiol (BE). No Experimento 1, 45 novilhas receberam implante de P, (1,0g) e foram distribuidas em 3
grupos de acordo com éster de estradiol administrado pela via intramuscular: 1mL salina; 0,5mg CE ou 2,0mg BE. O didmetro do
FD e a emergéncia folicular (EF) foram monitorados por 5 dias. No experimento 2, DO (dia 0): 30 novilhas receberam implante
de P, e 2,0mg BE; D8, retirada do implante e 0,5mg de prostaglandina (cloprostenol); D9: tratamentos: 1mL salina; 0,5mg CE ou
1,0mg BE. O didmetro e a vascularizagao do FD foram monitorados do D8 ao D10. Os dados foram analisados por ANOVA ou
Kruskal-Wallis, e as médias comparadas por Tukey (5%). No experimento 1, a EF ocorreu mais tarde (P<0,0013) no grupo BE
(4,3+0,8 vs. 3,5+0,8d). No experimento 2, o fluxo sanguineo do FD aumentou (P<0,001) 24h apds o tratamento com BE. A taxa
de ovulagdo foi semelhante (P>0,05) entre os grupos (80,0, 70,0 e 55,5%, BE, CE e salina). Conclui-se que nas concentragdes
utilizadas, o BE, no inicio do protocolo, retardou a EF e, no final do protocolo, promoveu uma melhor sincronia do FD demonstrada
pela elevagéo do fluxo sanguineo.
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Abstract

The study aimed to evaluate synchronization and blood flow of the dominant follicle (DF) after estradiol cypionate (EC) or benzoate
(EB) treatment. In experiment 1, progesterone (P4) implants (1.0g) were inserted in 45 heifers, which were given 1mL saline,
0.5mg EC or 2.0mg EB. The diameter of the DF and follicle emergence (FE) were recorded for 5 days. For experiment 2, 30 heifers
were given: DO (day 0): P4 implant and 2.0mg EB; D8: implant removal and 0.5mg of prostaglandin (cloprostenol). On D9, they
were assigned in 1mL saline, 0.5mg EC or 1.0mg EB. From D8 to D10, the diameter and blood flow of the DF was monitored.
Data were analyzed by ANOVA or Kruskal-Wallis test, and compared by Tukey (5%). In experiment 1, the FE occurred later
(P<0.0013) in EB group (4.3+0.8 vs. 3.5+0.8d). In experiment 2, blood flow of the DF increased (P<0.001) 24h after EB treatment.
The ovulation rate was similar (P>0.05) between groups (80.0, 70.0 and 55.5%, EB, EC and saline). The interpretation was that,
in these concentrations, the EB, at the beginning, delayed FE and, at the end of the protocol, promoted a better synchrony of the
DF, confirmed by the increase of the blood flow.

Keywords: physiology of reproduction; hormone protocol; color Doppler; ovulation.

Introducéao sincronia do desenvolvimento de uma nova onda folicular

) ) ) L (Bigelow & Fortune, 1998). Por outro lado, quando aplicados
O advento de protocolos hormonais que permitem a inseminagao em fémeas com baixa P4 plasmatica, o hipotalamo responde

artificial (IA) ou a transferéncia de embrido (TE) em momento -, liberacdo de GnRH, que age na hipéfise, estimulando a
previamente definido (IATF e TETF, respectivamente) permitiu  |ineracso do pico ovulatdrio de LH (Fortune, 1994).

ampla disseminacao destas biotecnologias. . . L L .
No Brasil, a legislacdo nao faz restrigdes ao uso de derivados

Dentro destes protocolos, os ésteres de estradiol possuem  de estradiol em bovinos, onde eles s&o utilizados no inicio
acdo indireta sobre a fungao ovariana Adams, 1994). Quando  do protocolo para sincronizar a onda de crescimento folicular
administrados em animais com altas concentrages plasmaticas e ao final com a finalidade de induzir a ovulagdo (Martinez
de progesterona (P4), atuam na hipofise, bloqueando seletiva- et al., 2002). Dentre os ésteres mais usados em protocolos
mente a produgéo de FSH, induzindo atresia folicular e, posterior  hormonais, o Benzoato (BE) tem a meia vida mais curta, cerca
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de 3 dias, o valerato com meia vida de 7 a 9 dias e o Cipionato
(CE) de 10 a 12 dias. Como indutor da ovulagéo, o CE é uma
alternativa que possibilita a realizagdo de protocolos de IATF
e TETF com apenas trés periodos de manejo. Permanecendo
biodisponivel de forma sistémica por maior tempo, o CE pode
ser administrado juntamente com a retirada do implante de
progesterona, mantendo niveis plasmaticos suficientes para
estimular o pico de LH apés a queda dos niveis de progesterona
(P4). Por outro lado, o BE, por apresentar uma farmacocinética
que permite uma biodisponibilidade mais rapida e uma meia
vida mais curta, € normalmente administrado em protocolos que
exigem um manejo a mais, sendo aplicado 24h apds a retirada
do dispositivo com progestageno (Martinez et al., 2002).

O uso da ultrassonografia em modo B acoplada ao Doppler
colorido permitiu a visualizagao de sinais de fluxo sanguineo
da parede do foliculo durante seu desenvolvimento. Com a
utilizacdo desta técnica, é possivel acessar as alteragbes de
fluxo sanguineo associadas a angiogénese perifolicular e a
regressao da vascularizagdo durante o desenvolvimento e a
atresia folicular, respectivamente (Acosta & Miyamoto, 2004).

Neste contexto, este estudo foi desenvolvido para acessar
0 padrao de regressao do foliculo dominante e emergéncia
folicular, apds a administragdo de diferentes ésteres de estradiol
no inicio de um protocolo hormonal. Também foram avaliados o
desenvolvimento e a vascularizagéo do foliculo dominante antes
e apos a administragdo destes ésteres como indutor ovulatério.

Material e métodos

Localizagdo e animais

O estudo foi conduzido na regido Sul do estado de Minas Gerais
e incluiu novilhas mesticas (Bos taurus taurus x Bos taurus
indicus) entre 23 a 36 meses, com peso entre 347 a 580kg, em
bom estado clinico e nutricional (escore de condigédo corporal
entre 3,0 e 3,5). Os animais foram previamente examinados
por ultrassonografia para avaliar a fungdo ovariana (probe de
7.5 MHz - M5 Mindray) e, mantidos em pastagem de Brachiaria
brizantha com suplementagdo mineral e agua a vontade.
Todos os procedimentos animais contidos neste estudo foram
aprovados pela Comissao de ética no uso de animais — CEUA
- da UNIFENAS (Parecer N.o 48A/2011).

Experimentos realizados

Foram conduzidos dois experimentos utilizando um protocolo
hormonal empregado para receptoras de embrido em programas
de TETF. No inicio do protocolo (DO — dia 0), fez-se a colocagéo
de um dispositivo vaginal de progesterona (P4 - 1,0g, Primer®,
Tecnopec, Séo Paulo, Brasil) e administracdo do éster de
estradiol para sincronizar a onda de crescimento folicular. No D8,
procedeu-se a retirada do dispositivo vaginal juntamente com a
aplicacao de prostaglandina (0.500mg de Cloprostenol Sédico,
Sincrosin — Vallée, Sdo Paulo, Brasil). No D9, uma nova dose
de éster de estradiol foi administrada como indutor ovulatorio.
A previsdo é de que as ovulagdes se concentrassem no D11.

Experimento 1

No DO do protocolo hormonal, apés o exame ultrassonografico, as
novilhas (n=45) foram randomizadas, de acordo com o didametro
do foliculo dominante, em trés grupos: Salina (n=15) recebeu
1mL de salina; CE (n=15) - 0,5mg de CE (1mL, Cipionato de
Estradiol Von Franken®, Von Franken, Buenos Aires, Argentina)
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e BE (n=15) - 2mg de BE (2mL, Ric BE®, Tecnopec, Sao Paulo,
Brasil). Demais procedimentos conforme o protocolo descrito
anteriormente. Antes do tratamento, o didametro médio do FD
nao diferiu (P>0,1) entre os grupos, medindo 9,9 (6,2-12,6mm),
10,1 (5,3-12,4 mm) e 9,6 mm (6,5-13,0 mm), respectivamente
para salina, CE e BE.

Duas variaveis foram avaliadas: 1) regressdo do foliculo
dominante e 2) intervalo do inicio do protocolo a emergéncia
de uma nova onda folicular. Para tanto, os animais foram
examinados no DO, e diariamente do D2 ao D5. Quando presente,
o foliculo dominante foi monitorado até o D5 e considerou-se
como emergéncia folicular a primeira observagéo de um foliculo
em crescimento com didmetro igual ou superior a 4,0mm.

Experimento 2

Foram utilizadas trinta (n=30) novilhas mesticas. No DO,
estes animais receberam um implante de P4 (1,0g) e 2,0mg
(2mL) de BE para sincronizar a onda folicular. No D8, o FD foi
mensurado, e os animais foram selecionados de acordo com o
diametro do FD, para receber, no D9, um dos tratamentos para
inducdo da ovulagdo: 1mL Salina (n=10); CE (n=10) - 0.5mg
de CE; e BE (n=10) - 1mg BE. Antes do tratamento, o diametro
médio do FD néo diferiu (P>0,1) entre os grupos, medindo 8,8
mm (6,4-12,2mm), 9,5 (6,8-12,1mm) e 9,3mm (7,4-12,7mm),
respectivamente para salina, CE e BE.

A cada exame, os ovarios dos animais foram examinados pela
ultrassonografia em modulo B para mensuragdo do didmetro
folicular. O diametro de foliculos ndo esféricos foi estimado
usando a equacgado: D=(A+B)/2, onde A representa a maxima
altura e B o maximo didmetro transverso. Airrigagado sanguinea
presente na parede do foliculo dominante foi avaliada na imagem
gerada em modulo Doppler colorido. Para este ultimo, a cada
exame, foram salvos cerca de 100 quadros, contendo todas as
secgdes transversais do FD. O quadro com o maior sinal de fluxo
sanguineo foi selecionado e a area da parede folicular contendo
pixels coloridos foi medida com auxilio do software ImageJ
(Processamento e Analise de Imagem em Java).

A metodologia de andlise de imagens ultrassonograficas foi
adaptada de Ginther (2007). Os escores foram estabelecidos
entre 1 a4, sendo o escore 1 dado a foliculos com vascularizagéo
discreta (£25% da parede com sinais coloridos), 2 — intermediaria
baixa (>25 e <50%), 3 — intermediaria alta (>50 e <75%) e 4 —
vascularizagdo intensa (>75%).

Todos os exames ultrassonograficos foram realizados por um
mesmo operador utilizando o aparelho (M5-Mindray) acoplado
a um transdutor de 7.5MHz. O aparelho foi predefinido com as
configuragdes de modo-B em 6,5MHz, com velocidade de 32
frames por segundo, ganho de 72, poténcia de 100%, definindo
uma profundidade de trabalho de 6,1 cm e ponto focal distante
2 cm do transdutor. No modo-Doppler colorido, a configuragao
foi ajustada para uma escala de velocidades de 6,0 cm/s com
objetivo de detectar movimentos de hemacias em pequenos
vasos ovarianos (Ginther, 2007). Para tanto, utilizou-se a
frequéncia de 4,2MHz, com 15 frames por segundo, poténcia
de 100%, ganho de 58 e o ajuste da frequéncia de pulsos de
0,6kHz (PRF=0,6).

Analises estatisticas

Todos os dados de didmetro folicular (mm) foram submetidos
ao teste de Shapiro-Wilk para averiguar a normalidade.



Posteriormente, o quadro da ANOVA para a regresséo do FD foi
preenchido pelos seguintes efeitos: Grupo (Salina, 0,5mg de CE
e 2,0mg de BE), Dia e a Interagéo Grupo vs. Dia. As médias dos
grupos foram comparadas em cada dia, ou dentro de cada grupo,
as diferengas entre as médias dos dias também foram acessadas
pelo teste de Tukey. Outras variaveis, como dia da emergéncia
folicular e didmetro do foliculo a emergéncia e a ovulagéo, foram
submetidas a ANOVA e o efeito principal de grupo foi avaliado.
Dados qualitativos foram analisados pelo teste de Qui-quadrado.
Avariagéo dos escores de fluxo sanguineo na parede do FD foi
acessada pela estatistica de Kruskal Wallis. As analises foram
processadas no programa SAS (SAS Institute versdo 9.3, USA),
probabilidades <5% foram consideradas significativas e aquelas
entre 5 e 10% consideradas aproximagoes.

Resultados

Experimento 1

A Figura 2 mostra o efeito de grupo (P<0,003) indicando que o
didametro médio do FD, ao longo dos dias, foi menor (P<0,05)
no grupo tratado com BE em comparacdo aos demais. Nos
dois primeiros dias, a regressao do FD divergiu (P<0,07) entre
os grupos BE (-1,0£0,4 mm) e CE (-0,2+0,2 mm). Ap6s o dia
2, o comportamento do FD foi semelhante (P<0,4) entre os
grupos, com redugao aproximada de 2,4 mm entre os dias 2
e 5. Entretanto, no grupo tratado com cipionato a redugéo foi
significativa no dia 4, fendbmeno observado um dia mais tarde
no grupo BE (dia 5). No grupo salina, o efeito de dia nao foi
significante (P>0,05), e o didmetro do FD permaneceu constante
durante o periodo de avaliacao (Fig.1).

A emergéncia folicular (EF) nao foi observada em sete animais
do grupo Salina, em dois tratados com CE e em dois com BE.
O dia de ocorréncia da EF diferiu (P<0,0013) entre os grupos
tratados (Tab.1). Em ambos os grupos (CE e BE), a EF ocorreu
imediatamente antes da redugdo significante no diametro do
FD (Figura 1). Apesar das diferencas no dia de emergéncia, o
didmetro do novo foliculo foi semelhante (P>0,1) entre os grupos
tratados com CE e BE (Tab.1). O percentual de animais que
apresentaram EF nos cinco dias avaliados foi menor (P<0,05)
no grupo salina e o didmetro do foliculo neste momento foi
maior (6,0£1,2mm, P<0,005) em comparagdo aos demais
grupos (Tab.1).

Experimento 2

Um animal do grupo Salina apresentou um crescimento folicular
anormal (15,9mm no D8), valor maior que duas vezes o desvio
padréo (1,7mm) da média geral (9,1mm). Os dados deste animal
foram considerados “outliers” e ndo foram incluidos nas analises
estatisticas (n=29).

O efeito significativo de Dia (P<0,001) evidencia o crescimento
do FD entre o D8 e D9 (Figura 2). O crescimento do foliculo ndo
diferiu (P>0,1) entre os grupos.

O fluxo sanguineo na parede do FD variou somente em resposta
ao BE (Figura 3), onde o fluxo sanguineo aumentou (P<0,0006)
24 horas ap6s a administragéo (entre D9 e D10). No grupo CE,
apesar de significante (P<0,008), a elevacao foi perceptivel
somente entre D8 e D10. No grupo salina, o fluxo sanguineo
nao diferiu (P>0,1) ao longo dos dias avaliados.
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No D10, o diametro médio do FD foi menor (P<0,04) nos animais
induzidos a ovular com 1,0 mg de BE (11,4+0,5), comparando
com o CE (12,7+0,3mm) como mostra a Tabela 2. O percentual
de ovulagdo nao diferiu (P>0,1) entre os grupos.
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Figura 1: Efeito dos diferentes ésteres de estradiol sobre o foliculo dominante
presente no inicio do protocolo. O efeito de grupo (P<0,003) indica diferenga
entre os animais tratados com BE e CE, e o efeito de Dia (P<0,0001)
demonstra a queda no didmetro folicular nestes dois grupos. ° Letras
diferentes dentro de um mesmo grupo indicam diferenca significativa (P<0,05)
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Figura 2: Diametro do foliculo ovulatério em cada tratamento ao longo dos
dias ap6s o inicio do protocolo. O efeito significativo de Dia (P<0,001) indica o
crescimento folicular entre os dias 8 e 9, observado em todos os tratamentos.
ab | etras diferentes indicam diferengas estatisticas entre os dias, dentro de
cada grupo (Teste de Tukey, Salina: P<0,04; 0,5mg CE: P<0,01; 1mg BE:
P<0,07; e média geral: P<0,001).

Tabela 1: Emergéncia folicular (EF) e didametro do foliculo
dominante no momento da EF em novilhas mestigas
(Bos taurus taurus x Bos taurus indicus) tratadas
com Salina, CE e BE

Grupo A"il’z":i(f/o‘;m Dia da EF Dié’:f;";)“a
salina 8/15 (53,3) 2,8£0,8° 6,0£1,2¢
05mgCE  13/15(86,7) 3,5£0,8° 5,0£0,0°
20mgBE  13/15(86,7) 4,3:0,8° 4,6£0,4°

ab | etras diferentes na coluna indicam diferengas significativa (5% de
probabilidade pelo Teste “Tukey”).
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Figura 3: Fluxo sanguineo (escores designados pela quantidade de sinais
recebidos da vascularizagdo) na parede do foliculo dominante em cada
tratamento ao longo dos dias apds o inicio do protocolo. O efeito de dia foi
significante nos grupos CE (P<0,008) e BE (P<0,0006) indicando aumento
da vascularizagdo (dias 8-10 e 9-10, respectivamente para CE e BE).

Tabela 2: Diametro do foliculo pré-ovulatério e taxa de ovula-
¢ado em novilhas mestigas (Bos taurus taurus x Bos
taurus indicus) tratadas com Salina, CE e BE

Diametro pré-ovulatério

Grupo Taxa de ovulagao (%) (mm)

Salina 5/9 (55,5) 12,6+0,8%
0,5 mg CE 7/10 (70,0) 12,7+0,32
1,0 mg BE 8/10 (80,0) 11,440,5°

ab | etras diferentes nas colunas indicam diferenca significativa (p< 0,05).

Discussao

Os resultados deste estudo confirmam os efeitos dos ésteres de
estradiol sobre as trés etapas: regressao do foliculo dominante,
emergéncia de uma nova onda e desenvolvimento do foliculo
ovulatorio.

A regresséo folicular e a emergéncia da nova onda tiveram
diferentes comportamentos de acordo com o principio utilizado.
Nos dois primeiros dias apds o tratamento, a redugdo no
diametro folicular foi mais efetiva no grupo BE. No entanto, este
contraste inicial ndo parece ter efeito direto sobre a emergéncia
folicular. O mais importante neste caso parece ser a queda
significativa no didmetro do foliculo dominante, que ocorreu
mais tarde no grupo tratado com BE.

E importante ter cautela para interpretar esses dados, uma
vez que o estradiol utilizado para regredir o FD no inicio do
protocolo também atua como supressor de FSH, que atua no
desenvolvimento da nova onda folicular (PALHAO et al., 2009).

Agradecimentos

Dessa forma, tanto a queda do estradiol endégeno quanto a do
exogeno (tratamento) devem ser consideradas para o melhor
entendimento do fenébmeno de emergéncia folicular.

Aemergéncia folicular parece ser dependente da dose de estradiol,
uma vez que 1 ou 5 mg de BE promoveram o aparecimento
de uma nova onda folicular 3,6 ou 5,5 d apds a administracéo
(Martinez et al., 2005). Estes dados suportam o observado neste
estudo, onde a utilizagdo de 2 mg de BE resultou em um intervalo
intermediario (4,5 d) entre a aplicagdo e a emergéncia folicular.
Neste caso, o efeito inibitério do estradiol - dose dependente
(Palhao et al., 2010) - sobre o FSH controlaria o momento da
emergéncia folicular. Por outro lado, o que chama atengéo neste
estudo foi a observagdo da emergéncia folicular relacionada a
reducdo significativa no didmetro do FD, podendo ser um indicativo
da perda de funcionalidade desta estrutura. Nestes termos, a
emergéncia folicular ocorrida 1 dia mais cedo no grupo CE se
explicaria pela menor dose (0,5 mg) utilizada e, uma possivel
acao mais efetiva deste principio sobre a funcionalidade do FD.

No experimento 2 era esperado que o crescimento do foliculo
dominante fosse semelhante entre os grupos, devido a
intervengao ocorrida somente na indugao ovulatoéria. Nesta
etapa final de desenvolvimento, a proliferagdo da vascularizagéo
coincide com seu crescimento do FD, o que sugere que o
processo de selegdo esteja associado a formagédo de um maior
plexo vascular (Acosta, 2007). Nestes termos, uma classificacdo
do foliculo dominante segundo sua vascularizagéo poderia indicar
maiores chances deste foliculo alcangar a maturacéo final e
adquirir a capacidade ovulatéria. No entanto, neste estudo, o
exame ultrassonografico da vascularizagdo ndo permitiu nenhuma
inferéncia sobre a capacidade ovulatéria dos foliculos observados.
Talvez a realizagao de avaliagbes seriadas, assim como feita por
Siddiqui et al. (2009), possa fornecer informagdes mais completas
do aumento ou da diminui¢éo da vascularizagao folicular e, assim
estabelecer uma diferenga entre dominancia e atresia.

No periodo periovulatério, no entanto, ocorre ruptura da
membrana basal do foliculo e uma penetragdo de vasos
sanguineos intrafolicular, o que contribui para um aumento
no sinal de Doppler captado nestes foliculos (Campbell et al.,
2003). Neste estudo foi possivel perceber uma elevagcéo no
fluxo sanguineo, na parede do foliculo dominante, 24 h apds
o tratamento com BE. Como o pico de LH causa elevagéo do
fluxo sanguineo na parede do foliculo ovulatério (Acosta, 2007),
é possivel correlacionar este fato com uma maior sincronia
dos animais tratados com BE como indutor ovulatério. Outra
evidéncia da maior sincronia dos animais neste grupo foi o menor
didmetro do foliculo ovulatério, uma vez que o crescimento
folicular se reduz apds o pico de LH (Palhao et al., 2009).

Conclui-se que o benzoato de estradiol retarda a emergéncia
folicular e eleva o fluxo sanguineo na parede do foliculo dominante,
melhorando a sincronia da ovulagdo. A ultrassonografia em
Doppler colorido € um bom indicador da proximidade do pico
de LH e possibilita a avaliagdo da eficiéncia de protocolos
hormonais.
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