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Efeito da expressao do estro sobre caracteristicas morfofuncionais foliculares,
luteais e fertilidade em fémeas Bos indicus sincronizadas para IATF

Effect of the Estrus Expression on Follicular and Luteal Morphofunctional
Characteristics and Fertility in Bos indicus Females Synchronized for FTAI
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ABSTRACT

Background: Recent studies have been conducted with the aim of improving the fertility rates in the FTAI programs
in beef females. The observation of the estrus expression constitutes an important indicator of fertility in zebu females.
Therefore, this work has as an objective to evaluate the impact of the estrus expression on the follicular, luteal and fertility
morphofunctional characteristics of Nelore females synchronized for FTAIL

Materials, Methods & Results: Sixty five lactating female Nelore (Bos taurus indicus) were used. On arandom day, denominated
day 0 (D0), the 65 Nelore females received a progesterone-releasing device associated to the application of 2.0 mg of estradiol
benzoate intramuscularly (IM). On D9, the progesterone-releasing intravaginal devices were removed and was administered
500 pg of cloprostenol sodium IM; 0.6 mg of estradiol cypionate IM and 300 UI of Equine Chorionic Gonadotropin IM. At this
point, the animals were marked with a marking stick for the determination of the estrus expression. On D11 of the synchroniza-
tion protocol, the animals were characterized in two groups: without estrus expression WITHOUT ESTRUS and with estrus
expression WITH ESTRUS. The evaluation of the follicle diameter (FOLD), of the follicle wall area (FOLA), of the follicle
wall vascularization (FOLV) and the percentage of vascularization in the area of the preovulatory follicle wall (%FOLV) were
conducted on D11 using B-mode ultrasonography and color Doppler and then the artificial inseminations were performed. The
evaluation of the corpus luteum diameter (CLD), the total area of the corpus luteum (CLA), of the area of vascularization of the
corpus luteum (CLV), of the percentage of vascularization of the in the area of the corpus luteum (% CLV) and the collection
of blood for the evaluation of the serum levels of progesterone were carried out on D24. The analysis of the serum progesterone
concentration were performed by the chemiluminescence method using the Access immunoassay systems Progesterone, with
a sensitivity of 0.1 ng/mL. The diagnosis of gestation was carried out by transrectal ultrasonography on D45. The animals of
the WITH ESTRUS group presented superior FOLD, FOLA, FOLV (P < 0.05) averages to those presented by the cows of the
WITHOUT ESTRUS group. In relation to the luteal characteristics, in the WITH ESTRUS group the cows exhibited averages
for CLD, CLA, CLV and P4 significantly higher than those of the WITHOUT ESTRUS group. However, the bovines of the
WITH ESTRUS group presented a % CLV similar to the presented by the females of the WITHOUT ESTRUS group. As for the
fertility rates, there was difference between the experimental groups WITH ESTRUS and WITHOUT ESTRUS.

Discussion: The present work demonstrated the impact of the estrus expression on the follicular morphological parameters,
therefore in accordance with other studies. These authors show a relation between the estrus expression and levels of estradiol,
which is directly related to the sperm transport in the female reproductive tract, oocyte maturation and fertilization directly
affecting the fertility of females submitted to the FTAI program. Similarly, there was an interrelation between the estrus expres-
sion and the luteal morphological parameters, corroborating with the findings of some researches, where were verified higher
luteal morphological parameters associated to higher conception rates in cows that demonstrated estrus behavior in the FTAL.
Therefore, the estrus detection can be used as a tool to direct matings in synchronization protocols, promoting the identifica-
tion of the animals with a higher probability of conception, owing to better follicular and luteal hemodynamic conditions.
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INTRODUCAO

Nos modernos sistemas de produg¢do, a inser-
¢do de biotecnologias reprodutivas torna-se essencial
para maximizar a eficiéncia do rebanho, proporcio-
nando o desenvolvimento de uma empresa pecudria
economicamente sélida. Dentre as técnicas de re-
producdo assistida, destaca-se a IATF [7]. Pesquisas
recentes definiram a sequéncia, a dosagem e o periodo
de realizacdo dos tratamentos hormonais, entretanto,
apesar da evolugdo nos programas de IATF, as taxas de
concepgao encontram-se entre 40 a 50% [9].

Diante deste cendrio, é necessdrio compreen-
der os mecanismos que podem otimizar o sucesso da
concepgdo na IATF [7]. Algumas pesquisas observaram
um maior didmetro folicular e fertilidade nas fémeas
que demonstraram comportamento de estro antes
da inseminacdo artificial propriamente dita [1,5,49].
Estudos recentes sugerem que a expressdo de estro
pode ser um fator que afeta as caracteristicas morfo-
funcionais foliculares e luteais [34,35,43,46]. A juncio
entre os efeitos do comportamento do estro no periodo
folicular e luteal cria um ambiente endécrino favora-
vel a concepgdo, devido ao aumento na expressao de
fatores responsdveis pela sinalizacio da gestacio para
os tecidos maternos [17].

Diante da escassez de relatos que venham a
comprovar a relacio entre a expressao de estro e o fluxo
sanguineo folicular e luteal, associada a possibilidade
de utilizar estas caracteristicas como ferramentas
para direcionar acasalamentos, o objetivo do presente
estudo foi avaliar o efeito da expressao do estro sobre
os parametros morfofuncionais foliculares e luteais,
assim como os indices de fertilidade de fémeas Nelore
submetidas a um programa para IATF.

MATERIAIS E METODOS

O experimento foi realizado durante os meses
de agosto de 2019 até julho de 2020, na Fazenda Belo
Horizonte, localizada no municipio de Barra, regiao
oeste da Bahia. A propriedade adotava um sistema
extensivo de criacdo de animais em pastagem, com
suplementacdo mineral e dgua ad libitum.

Foram utilizadas 65 fémeas Nelore lactantes
(Bos taurus indicus) pertencentes a categoria pluripa-
ras, idade de 5 a 6 anos, escore de condicdo corporal
(ECC) de 3, avaliado utilizando-se a escalade 1 a 5 [50].

Previamente, ao inicio do protocolo de IATF, os
animais foram submetidos ao exame clinico-ginecol6gico

e ultrassonografia transretal, utilizando-se um transdutor
linear com frequéncia de 5,0 Mhz (S2 VET®)', sendo
considerados aptos, a participarem do experimento, 0s
animais que apresentaram auséncia de anormalidades do
trato reprodutivo e sem histérico de aborto.

Os animais foram submetidos ao seguinte pro-
tocolo de sincronizacdo: em um dia aleatdrio do ciclo
estral denominado dia 0 (DO) receberam um dispositivo
intravaginal de liberacio de progesterona associado a 2,0
mg de Benzoato de Estradiol (Gonadiol®)? por via intra-
muscular (IM). No dia nove (D9) foi realizada a remogao
dos dispositivos intravaginais de progesterona (DIB®)* e
aplicou 500 pg de cloprostenol sédico (Sincrocio®)? IM;
0,6 mg de cipionato de estradiol (ECP®)?> IM e 300UI
de Gonadotrofina Coridnica Equina (Novormon®)!
IM. Os animais foram marcados com bastdao marcador
(RAIDEX)*entre a tuberosidade sacral e a inser¢do da
cauda para determinacio da expressdo do estro.

Nodia 11 (D11) do protocolo de sincronizagao,
os animais foram caracterizados em dois grupos experi-
mentais de acordo com a expressao do estro verificada
pela remocao da tinta do bastdo marcador: Grupo Sem
expressao do estro (SEM ESTRO) - permanéncia da
cor ou perda parcial da intensidade da tinta e Grupo
com expressao do estro (COM ESTRO) - remocao
completa da cor e intensidade da tinta.

Além disso, os ovarios foram localizados e
avaliados por ultrassonografiaem modo B, e aimagem
do maior foliculo foi congelada para determinagao do
didmetro do foliculo pré-ovulatério (DFOL) e da drea
total da parede do foliculo pré-ovulatério (AFOL).
Posteriormente, realizou o calculo da area de vascula-
rizacdo utilizando o cursor para se determinar a drea de
vascularizagcao na parede do foliculo (VFOL). O per-
centual de vascularizagdo na drea da parede do foliculo
pré-ovulatério (% VFOL) foi obtido pela razdo entre a
area de vascularizacdo e drea total da parede folicular.

Imediatamente, apds a caracterizagdo das va-
cas e avaliacdo das caracteristicas foliculares, foram
realizadas as IATFs, para tanto se utilizou s€émen crio-
preservado comercializado de um unico touro da raga
Nelore que se enquadrou dentro dos padrdes minimos
estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de Reproducgao
Animal [16]. No momento da IA, o sémen foi des-
congelado a 37°C por 30 s e as inseminagdes foram
efetuadas pelo mesmo técnico.

No dia 24 (D24), apés a localizagio do ovario
ovulatério, o0 mesmo foi analisado por ultrassonografia
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em modo B, sendo a imagem do CL congelada para
mensurag¢ao do diametro do CL (DCL) e da drea total
do CL (ACL). Nos CLs cavitarios, a area da cavidade foi
calculada e subtraida da drea total do CL. Para o calculo
da 4rea de vascularizagao utilizou o cursor para verificar
a VCL. A determinacio do percentual de vascularizacio
na drea do CL (% VCL) foi realizada por meio da razao
entre a area de vascularizagao e area total do CL.

As concentragdes séricas de progesterona pos-
-ovulatéria foram mensuradas no D24 do protocolo de
sincronizacdo. As coletas foram realizadas por meio
da punc¢do venosa coccigea. Todas as amostras foram
coletadas em tubos de viacuo de 10 mL sem anticoagu-
lante (Vacutainer®)® e imediatamente refrigeradas em
isopor contendo gelo mantido em média a 4°C.

As andlises da concentracdo de progesterona
foram realizadas pela metodologia de quimiolumines-
céncia utilizando o imunoensaio Access immunoassay
systems Progesterone, conforme especificacoes do
fabricante no Laboratério de Imunologia do Instituto
de Ciéncias da Sadde (ICS) da Universidade Fede-
ral da Bahia, com uma sensibilidade de 0,1 ng/mL.
Realizou-se dois ensaios e os coeficientes de variagao
intra-ensaio e inter-ensaio foram de 6,2% e 3,5%,
respectivamente.

O diagnéstico de gestagdo foi realizado por
ultrassonografia transretal no dia 45 (D45). Foi con-
siderado diagndstico de gestagdo positivo, os animais
com presenca de uma vesicula embrionaria visivel com
batimento cardiaco. A taxa de concepgdo foi calculada
através da divisdo do nimero de animais gestantes pelo
nimero de animais inseminados.

Andlise estatistica

Os dados foram processados por um programa
comercial (SPSS, 19)’ com nivel de significancia de

5%. Para tanto, realizou-se a seguinte sequéncia de
andlises: 1- A média e desvio-padrao das varidveis de
interesse ao estudo serdo obtidos por meio da andlise
descritiva; 2- As diferencas dos parametros morfoldgicos
foliculares (DFOL, VFOL e % VFOL) e caracteristicas
morfofuncionais do corpo liteo (DCL, VCL, %VCL
e P4) entre os animais COM ESTRO e SEM ESTRO
foram comparadas por meio do teste ¢ de Student; 3- A
taxa de concepcao entre os grupos COM ESTRO e SEM
ESTRO foi comparada empregando um estudo de dis-
persao de frequéncias pelo teste de Qui-quadrado (y%).

RESULTADOS

No presente trabalho, 41,53% das fémeas
(27/65) nao expressaram estro e 58,46% (38/65)
demonstraram expressdo estro. Os animais do grupo
COM ESTRO esbocaram um DFOL, AFOL, VFOL
superior (P < 0,05) as médias apresentadas pelas va-
cas do grupo SEM ESTRO (Tabela 1 e Figura 1). No
entanto, o0 % VFOL demonstrou tendéncia (P = 0,09)
entre as médias das fémeas do grupo COM ESTRO e
SEM ESTRO (Tabela 1).

No que se refere as caracteristicas luteais, no
grupo COM ESTRO as vacas exibiram médias para
DCL, ACL, VCL e P4, significativamente mais eleva-
das que no grupo SEM ESTRO, conforme representado
na Tabela 2 e Figura 2. Contudo, os bovinos do grupo
COM ESTRO apresentaram %V CL semelhante aquele
apresentado pelas fémeas do grupo SEM ESTRO (Ta-
bela 2 e Figura 2).

Quanto aos indices de fertilidade, de um total
de 65 animais, 31 ficaram gestantes perfazendo uma
taxa de concepcao de 47,7%. Houve diferenga entre os
grupos experimentais COM ESTRO e SEM ESTRO,
como apresentado na Tabela 3.

Tabela 1. Resultados da média e desvio padrio (S) do didmetro folicular (DFOL), da drea da parede folicular (AFOL), da drea de vascularizagdo
da parede folicular (VFOL) e do percentual de vascularizagdo do foliculo (% VFOL) de acordo com a expressao do estro de fémeas bovinos
Nelore submetidas a um Programa para Inseminacdo Artificial em Tempo Fixo.

. DFOL
Grupo experimental

AFOL

VFOL %VFOL

Média = S (cm)

Média + S (cm)

Média + S (cm) Média =S (%)

SEM ESTRO 0,98 +0,24° 0,32 +0,09° 0,13 £0,07° 41,27 £ 16,77
COM ESTRO 1,23 +0,18 0,43 0,13 0,22 +0,11* 49,13 £ 17,24
TOTAL 1,12+ 0,24 0,39 +0,13 0,18 £0,10 46,07 £ 17,35

*Letras distintas dentro das colunas indicam diferenca entre si pelo teste ¢ de Student (P < 0.05).
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Tabela 2. Resultados da média e desvio padréo (S) do diametro luteal (DCL), da drea da parede do CL (ACL), da drea de vascularizag¢do da parede
do CL (VCL) e do percentual de vascularizaciao do CL (% VCL) de acordo com a expressdo do estro de fémeas bovinos Nelore submetidas a um
programa de sincronizagao.

DCL ACL VCL %V CL P4
Grupo experimental
Média + S (cm) Média = S (cm) Média + S (cm) Média = S (%) (ng/mL)
SEM ESTRO 1,80 +0,28° 2,62 + 0,69° 0,92 +0,33° 36,39 = 12,48 8,35 £ 6,03"
COM ESTRO 2,00 = 0,28 3,37 +0,78 1,31 £0,43° 39,42+ 11,59 12,19 +5,55°
TOTAL 1,95£0,25 3,17+ 0,76 1,23 043 38,52+ 11,38 10,74 £ 5,81

“Letras distintas dentro das colunas indicam diferenca entre si pelo teste ¢ de Student (P < 0.05).

Tabela 3. Taxa de concepgdo de vacas Bos indicus que expressaram, ou nao, estro em um protocolo de sincronizacdo para IATFE.

Grupo experimental N Taxa % (N)
SEM ESTRO 27 29,6% (8/27)°
COM ESTRO 38 60,5% (23/38)"

TOTAL 65 47,7% (31/65)

L etras distintas indicam diferenca entre si através do estudo de dispersdo de frequéncias pelo teste de Qui-quadrado (y?) P = 0,01.

Figura 1. Imagens ultrassonograficas modo B e Doppler colorido de ovario de fémea bovino. A- Vascularizagio na parede do foliculo pré-ovulatério de
fémea que expressou estro no D11 do protocolo de sincronizagdo. B- Vasculariza¢do na parede do foliculo pré-ovulatério de fémea que nio expressou
estro no D11 do protocolo de IATF.

Figura 2. Imagens ultrassonograficas modo B e Doppler colorido de ovério de fémea bovino. A- Vascularizagdo luteal em fémea que expressou estro no
D11 do protocolo de sincronizacdo. B- Vasculariza¢io luteal em fémea que ndo expressou estro no D11 do protocolo de IATFE.
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DISCUSSAO

No presente estudo houve uma associacdo
entre as dimensoes foliculares e a expressao do estro,
corroborando aos achados de algumas pesquisas que
indicaram uma relagdo entre o estro antes da IATF e o
maior didmetro do foliculo ovulatério [36-38,44,45].
De forma semelhante, Ferraz et al. [21] desenvolv-
eram trabalhos com objetivo de avaliar a associagao
entre a intensidade de expressdo do estro de fémeas
bovinas submetidas a IATF e o didmetro do foliculo
ovulatério, constatando diferenga entre os animais que
expressaram estro e os que nfo expressaram estro, ob-
tendo média de 12,61 = 3,34 mm e 10,30 + 2,98 mm,
respectivamente. Em pesquisas similares, Madureira
et al. [30] averiguaram que fémeas bovinas com ex-
pressdo de estro divergiram estatisticamente quanto
ao diametro do foliculo ovulatério em comparacio as
fémeas sem expressdo de estro, certificando-se, entdo,
que maiores foliculos proporcionaram uma maior
expressdo de estro.

Sa Filho et al. [46], em um de seus estudos,
apontaram também que a ocorréncia do estro esta
intimamente relacionada com um melhor desem-
penho ovariano. Estes achados podem ser explicados
pelo fato de os autores observarem que as vacas que
manifestaram estro entre a retirada do implante de
progesterona e o0 momento da realizacdo da insemi-
nac¢do, possuirem elevadas concentracio de estradiol
circulante, associada a maiores dimensodes foliculares
[6,20,23,26,27,41]. Neste contexto, o papel do estra-
diol durante esse periodo foi plurifacetado, exercendo
efeito sobre as células foliculares, as quais se prepara-
ram para ovulagdo e luteinizac@o; sendo crucial para
retomada da meiose oocitdria; atuou no transporte
espermadtico por meio de contragdes uterinas; ajustou
o pH uterino, aumentando a viabilidade espermdtica; e
consequentemente, estes fatores favoreceram o sucesso
da fertilizacdo [14,18,31,37,40,42].

O aumento do estradiol tem sido correlacio-
nado também com alteragdes funcionais nos ovarios
referente ao maior aporte vascular, sendo funda-
mental para o suprimento adequado de metabdlitos
responsaveis pelo crescimento, maturagdo e ruptura
folicular [2-4,39]. Seguindo essa linha de pesquisa,
trabalhos com a ultrassonografia modo Doppler
colorido, verificaram ainda que o incremento do
fluxo sanguineo folicular estava associado com uma
maior produgdo de estradiol. Ainda nesse contexto,

observou-se uma correlacdo entre o momento de
maior vascularizagio folicular e o pico de liberacao
do LH, sugerindo um possivel potencial de libera-
cdo de fatores endoteliais desse hormdnio [32,47].
No entanto, na literatura existe caréncia de estudos
que avaliaram diretamente o efeito da expressao do
estro sobre a hemodindmica folicular, sendo assim
o presente estudo surge como precursor em validar
esses achados, apontando diferengas significativas
e numéricas entre os grupos COM ESTRO e SEM
ESTRO para as varidveis VFOL e % VFOL, respec-
tivamente.

Em estudos similares, observou-se a influén-
cia do comportamento de estro sobre as dimensdes
luteais e os niveis séricos de progesterona no periodo
pés-ovulatdrio, sugerindo, assim, a existéncia de uma
correlagdo entre expressdo do estro e parametros
morfofuncionais luteais [34,35,43]. Deste modo, a
mensuracdo da vascularizagdo, nesta estrutura ovari-
ana, pode fornecer importantes informacdes sobre
a funcdo luteal e o indice de fertilidade em fémeas
bovinas [8,12,28,48].

O presente experimento comprova que o
comportamento de estro pode predizer as caracter-
isticas morfoldgicas luteais por meio das diferencas
significativas apresentadas entre os grupos COM
ESTRO e SEM ESTRO para as varidveis DCL e ACL.
Sa Filho et al. [46], buscando avaliar a influéncia do
estro sobre o didmetro luteal de vacas submetidas
a IATF, constatou distin¢cdes entre as fémeas que
apresentaram estro e as que nao demostraram estro,
obtendo média de 22,9 + 3,0 mm e 20,3 *+ 3,9 mm,
respectivamente. De forma similar, Rodrigues et al.
[43] averiguaram que as fémeas que apresentavam
o comportamento do estro antes do momento da in-
seminagdo propriamente dita, também, apresentaram
maiores dimensoes luteais.

Entretanto, no que se refere a diferenca
apresentada entre os grupos para a caracteristica
VCL, existe uma escassez de relatos na literatura
que venham comprovar a relacdo entre a expressao
de estro e a vascularizacdo luteal. Portanto, este
estudo pode ser denominado como pioneiro quanto
a essa avaliacdo. Diante desse cendrio, trabalhos
tém demonstrado que vacas com baixa vasculariza-
¢do luteal, durante o diestro, tendem a apresentar
baixas concentragdes de progesterona e reduzidas
taxas de concepcdo, visto que, sdo necessarias
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concentracdes suficientes de progesterona para a
manuteng¢do de condi¢des favordveis ao desenvolvi-
mento embriondrio e estabelecimento da gestagdo
[24,25]. Em um estudo de revisdo sobre o uso da
ultrassonografia modo Doppler para avaliagdo da
dindmica ovariana de fémeas bovinas, foi identi-
ficada uma maior vascularizagdo luteal nos animais
com maior producio de progesterona e melhores
indices de concepcdo [10].

No presente experimento, 0 comportamento
de estro afetou, também, as concentragdes séricas de
progesterona. Da mesma forma, trabalhos avaliando
a relag@o entre a expressdo do estro e os parametros
luteais em fémeas de corte submetidas a um programa
de IATF, observaram maiores niveis séricos de proges-
terona para os animais que demostraram estro antes
do momento da inseminagdo [13,20]. Murdoch e Van
Kirk [33] apontaram uma correla¢do entre maiores con-
centracdes de estradiol e uma maior proliferacdo das
células da granulosa que ap6s a ovulagao se tornaram
as grandes células lutais, sendo estas responsaveis por
80% da producdo de progesterona. Uma avaliagdo
ovariana por meio da ultrassonografia modo Doppler,
comprovou a relacdo entre pardmetros funcionais
foliculares e luteais [1]. Assim, o comprometimento
dos parametros morfolégicos e funcionais foliculares
poderio desencadear a formacao de corpos liteos com
caracteristica semelhante e consequentemente apre-
sentarem menor produgdo de P4, afetando os indices
de concepgao.

Desta forma, alguns dos efeitos da expressao
do estro sao manifestados durante periodo peri-ovu-
latério, enquanto outros sdo exibidos durante a fase
Iitea. A jungdo destas acdes, possivelmente, cria um
ambiente enddcrino favoravel a concepcao [11,29].
Estudos sobre o impacto da expressdo do estro sobre
a fertilidade de bovinos de leite, evidenciaram mel-
hores indices de concepcao para o grupo com estro em
relacdo aos animais que nao apresentaram estro [13].
Em pesquisa com fémeas de corte submetidas a um
protocolo de IATF, foram observados maiores indices
de prenhez no grupo de animais que esbocaram estro
antes do momento da inseminag@o artificial propria-
mente dita [15]. Certificando, assim, que expressao do
estro constitui uma ferramenta que pode ser utilizada
para direcionar acasalamentos em programas de sin-
cronizagao.

Os achados supracitados podem ser justi-
ficados por meio de diversos experimentos 0s quais
comprovaram que a soma dos efeitos da expressdo
do estro promoveu condi¢des ideais para o recon-
hecimento materno da gestacdo. Segundo tais pes-
quisadores, fémeas que demonstraram estro antes do
momento inseminacao, apresentaram um incremento
no alongamento embriondrio devido a elevada ex-
pressdo de genes para RNAm que estdo relacionados
a sintese do interferon e da prostaglandina E, os quais
constituem os principais fatores responsaveis pela
sinalizacdo da gestacdo para os tecidos maternos
[11,17,22]. Confirmando esses achados, Larimore et
al. [27] buscando avaliar a influéncia da expressao
do estro sobre a qualidade dos embrides de fémeas
de corte, verificaram também uma maior qualidade
nos embrides do grupo que apresentou o comporta-
mento de estro, justificando, assim, os altos indices
fertilidade esbocados pelos animais que expressao
estro em programas de sincronizago.

CONCLUSOES

O comportamento de estro impactou os para-
metros morfofuncionais foliculares e luteais, e conse-
quentemente afetou a fertilidade de fémeas submetidas
ao programa de IATF. Desta forma, a deteccao do estro
pode ser usada como ferramenta para direcionar acasa-
lamentos em protocolos de sincronizagao, promovendo
identificagdo dos animais com maior probabilidade
de concepc¢do por apresentar melhores condi¢des he-
modinamicas foliculares e luteais.
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