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Resumo

Objetivou-se avaliar os efeitos da sazonalidade sobre a dindmica
folicular ovariana e analisar a influéncia de temperaturas elevadas no
desenvolvimento embrionario inicial em novilhas da raca Guzera.
Seis animais foram sincronizados e o dia do estro foi considerado
DO0. A dinamica folicular foi acompanhada por dois ciclos estrais
consecutivos, na época 1 (verdo) e 2 (inverno), utilizando-se um ultra-
som Scanner 200 Vet (Pie Medical). Ap6s nove dias do término do
segundo ciclo estral, todos os animais iniciaram o tratamento
superovulatério, com duragiao de quatro dias. Os animais foram
inseminados artificialmente, 12 e 24 horas apds a detecgao do estro. A
coleta dos embribes foi realizada sete dias apds a ptimeira inseminagao.
Houve efeito sazonal no nimero de ondas foliculares, com maior
prevaléncia de ciclos com uma onda no verdo. O intervalo estral e
ovulatério apresentaram maior duragdao no verdo. Foi encontrado
efeito significativo de época sobre a duragao do crescimento do foliculo
ovulatorio, ocorrendo maior persisténcia no verdo. A taxa de
crescimento folicular foi menor no verao. A temperatura retal oscilou
entre as épocas, evidenciando a influéncia (P< 0,05) da estagao do ano
sobre a temperatura corporal interna. O THI (indice de temperatura e
umidade) observado no verio foi 94 e no inverno 86, sugerindo a
condicio de estresse dos animais. O nimero de estruturas viaveis foi
maior na época 2, sugerindo os efeitos de época sobre a fertilizacao
dos odcitos. As concentragbes de progesterona nio apresentaram
efeito de época. As alteragdes na dindmica folicular em decorréncia
do estresse térmico, tais como, taxa de crescimento folicular diminuida
e aumento na duragio do crescimento folicular, podem comprometer
a qualidade do odcito e afetar a subseqiiente funcionalidade do
corpo lateo.
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Introducao

As caracterfsticas climaticas na maioria
das regides brasileiras favorecem os animais
zebuinos (Bos taurus indiens) devido a sua maior
adaptabilidade ao clima tropical, entretanto,
poucos estudos demonstram a maior
tolerancia do gado zebuino ao estresse
térmico, com informacdes limitadas sobre
a influéncia do mesmo na eficiéncia
reprodutiva.

Em condi¢oes 6timas de criagao, ¢é
notéria a superioridade produtiva e
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reprodutiva dos animais de origem européia,
quando comparados aos zebuinos.'
Entretanto, vacas Bos faurus tanrus sao muito
susceptiveis ao estresse térmico,
apresentando reducdes bruscas na lactacio.
Algumas caracteristicas como o longo
intervalo entre partos e a curta duragiao do
estro, associados a elevada percentagem de
animais que manifestam estro no perfodo
noturno, justificam em parte as menores taxas
reprodutivas encontradas nos zebuinos.”
Os resultados em diversos sistemas
de produc¢io de embrides, geralmente, nao



apresentam repetibilidade. Dentre as
principais justificativas para esta dificuldade
na padronizacdo da resposta das doadoras,
pode-se ressaltar as variagOes térmicas
ambientais, onde poucos estudos
demonstram a sensibilidade ou tolerancia do
gado zebuino a sazonalidade.

Especial atencdo tém sido dedicada
a0 conhecimento detalhado sobre a
dinamica folicular ovariana durante o ciclo
estral bovino, objetivando a melhoria dos
indices reprodutivos por meio do controle
da agdo farmacoldgica sobre os foliculos
ovatianos e o corpo luteo.’

Com a utilizagdo do diagnoéstico por
imagem (ultra-sonografia) é possivel
mensurar O crescimento e a regressio
estrutural dos foliculos ovarianos e do corpo
luteo. Adicionalmente, com a analise das
concentragoes séricas de progesterona, avalia-
se a funcionalidade do corpo ldteo.
Possivelmente, condi¢des ambientais
adversas, podem comprometer a
funcionalidade do corpo luteo e a
competéncia do odcito, reduzindo a taxa de
fertilizacao.*

Estudos ultra-sonograficos sugerem
o declinio da funcio folicular em vacas
expostas a temperaturas elevadas durante a
primeira onda folicular, ou quando a lutedlise
¢ induzida por PGF 2a.>¢

Atualmente, as informacgdes
disponiveis sobre a fisiologia reprodutiva
dos animais zebuinos siao conflitantes,
evidenciando a importancia de um estudo
mais elucidativo, sobretudo, no que tange a
raca Guzerd, cuja posicio de destaque na
pecuaria brasileira consolidou-se nos ultimos
anos, na medida em que a referida raca possui
dupla aptidao (leite e corte) e apresenta
grande rusticidade.

Desta forma, é impreterivel e urgente
a caracterizacio da fisiologia reprodutiva dos
animais zebuinos, em especial da raca
Guzerd, objetivando como resultado final a
exploragao 6tima do potencial genético de
animais selecionados.

Objetivou-se com este trabalho
avaliar os efeitos do estresse térmico sobre
a dinamica folicular ovariana e as
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concentragdes séricas de progesterona
durante o ciclo estral e verificar as possiveis
influéncias do estresse térmico no
desenvolvimento embrionario inicial em
novilhas da raca Guzera.

Material e Método

Foram utilizadas seis novilhas da raca
Guzerd com cerca de 25 meses de idade, com
bom escore corporal, peso vivo acima de
300 kg, e atividade ciclica regular. Os animais
foram mantidos em regime semi-intensivo,
onde a dieta fornecida supriu as exigéncias
nutricionais dos animais, que receberam sal
mineral proteinado e dgua “ad libitum”.

Os animais tiveram o estro
sincronizado por meio de duas aplicacOes
intramusculares de PGF2a (500 microgramas
de Cloprostenol-Ciosina, COOPERS) com
intervalo de 11 dias.

O dia do estro foi considerado o DO,
onde foi iniciada a avalia¢io ultra-sonografica
(Scanner 200 Vet,-Pie Medical, acoplado a
um transdutor transretal linear de 5,0 Mhz)
diaria, sendo encerrada um dia apos a
ovulag¢ao no segundo ciclo estral de cada
animal. O diametro dos foliculos e dos
corpos luteos foram registrados em mapas.
A temperatura retal e ambiente, bem como
a umidade relativa (UR%) foram
mensurados diariamente.

O tratamento superovulatorio iniciou-
se nove dias apés o término do segundo
ciclo estral e se estendeu por quatro dias,
com a aplicacio de FSH (Folltropin-V*, em
doses decrescentes: 35-35, 30-30, 20-20 e 15-
15 mg NIH) a cada doze horas por via IM,
totalizando 200 mg NIH de FSH por animal.
Concomitantemente com a sexta dose de
FSH (11°dia de tratamento) foram aplicados
0,5 mg de Cloprostenol, via intramuscular,
objetivando a lise do corpo ldteo
remanescente. Apés um prazo de 24h da
aplicacio de PGF2a as novilhas foram
monitoradas até a manifestacio do estro,
identificado pela primeira aceitagcao de
monta.

Todas as novilhas foram inseminadas
artificialmente respeitando os intervalos de
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12 e 24 h ap6s detecgao do estro, utilizando-
se sémen de qualidade comprovada, de um
unico touro e de mesma partida (minimizar
os efeitos do sémen na fertilidade), sendo
descongelado a 37 °C por 30 segundos.

A coleta das estruturas foi realizada
pelo método nao cirtargico, sete dias apos a
primeira inseminag¢ao artificial. Os cornos
uterinos foram lavados simultaneamente
com 1.000 ml de solugdo comercial PBS
modificado (Dulbecco Modificado)
aquecido a 37 °C, com 1 % de soro fetal
bovino e antibiético (penicilina G - 100 UI/
ml e sulfato de estreptomicina - 100 ml /
ml).

A classificacao das estruturas coletadas
foi realizada quanto ao estadio de
desenvolvimento 7 em: odcito, mdorula,
morula compacta, blastocisto inicial,
blastocisto e blastocisto expandido e
qualidade em: categoria 1 (excelente e bom),
categoria 2 (regular), categoria 3 (pobre) e
categoria 4 (ndo fecundado ou degenerado),
segundo as normas da IETS. ®

As amostras sanguineas foram
coletadas da veia jugular em dias alternados,
a partir do dia do estro até a ovulagdo, em
tubos vacuntainer heparinizados e
centrifugadas a 2500 rpm por 25 min. para
obtencao do plasma. As concentragoes de
progesterona foram obtidas por RIA
(radioimunoensaio), com a utilizacao de
“kits” comerciais (Coat-A-Count, DPC,
Los Angeles, CA).

A anidlise estatistica dos dados da
dinamica folicular ovariana em relacio ao
estresse calorico foi realizada por analise de
variancia, utilizando-se modelos lineares, de
acordo com os procedimentos do SAS ?; a
avaliacdo das concentragGes de progesterona
foi realizada pelo método de regressio e a
estatistica  descritiva  revelou o
comportamento dos embrides nas duas
épocas experimentais.

Resultados e Discussao

Foram acompanhados 24 ciclos estrais
e a dinamica folicular caracterizou-se por
uma (46 %) ou duas (54 %) ondas de
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crescimento folicular, com maior prevaléncia
de ciclos com uma onda na E1(verio) e duas
ondas na E2 (inverno). A ocorréncia de duas
ondas foliculares encontrada neste
experimento é similar as observagdes
relatadas para taurinos e zebuinos.'™!"
Entretanto, o padraio de uma onda de
crescimento folicular, observado no verio,
contrasta com os achados de Sirois e
Fortune'?. Nio ocorteu aumento na duracio
da fase luteal na E1, divergindo dos achados
de Wilson et al. '’ que observaram o
prolongamento da vida do corpo liteo em
condicoes de estresse térmico. As causas
destas variagGes nao estdo totalmente
elucidadas, mas sabe-se que ha influéncia
sazonal °, fisiolégica e nutricional ™.

As temperaturas mais elevadas
encontradas no verdo (E1) podem ter
influenciado o intervalo estral e o intervalo
ovulatério, prolongando a duragdo destas
caracteristicas quando comparadas a E2
(23,67 + 3,44 vs 18,50 £ 3,76 e 23,95 +
2,06 vs 19,33 £ 2,94 dias, respectivamente -
P >0,05), o que pode estar relacionado com
o prolongamento da fase folicular. Esses
resultados sdo semelhantes aos achados de
Wilson et al. * e McNatty et al.'>. O dia da
divergéncia folicular nido apresentou efeito
de época. O didmetro maximo dos foliculos
dominantes nio demonstrou diferenca (P
>0,05) entre as duas épocas experimentais
(E1: 10,17 £ 1,12 mm e E2 : 9,54 £ 0,77
mm). Valores semelhantes foram
encontrados em novilhas Nelore (10 a 12
mm).!’

A taxa de crescimento dos foliculos
dominantes variou de 0,28 + 0,12 mm/dia
na E1 e 0,66 = 0,22 mm/dia na E2, sendo
observado efeito significativo de época.
Esses valores sdo inferiores aos encontrados
para animais da raca Nelore (0,92 mm/
dia)."” A duragio do crescimento dos
foliculos dominantes também variou
significativamente de acordo com a época
estudada (E1- 15,50 + 4,90 dias vs E2- 10,29
+ 3,80 dias), parecendo ser necessirio o
aumento da fase de crescimento folicular
para ser alcancado o didmetro ovulatério no
verdo. O diametro maximo do foliculo



dominante na esta¢do mais quente foi de
10,17 £ 1,12 mm, no inverno o maior
diametro foi de 9,54 + 0,77 mm. Nio foi
observada influéncia de época sobre a
populagao de foliculos pequenos (3-6 mm).
O intervalo estral foi uma caracteristica
que apresentou diferenca significativa entre as
épocas avaliadas, onde no verdao (E-1) foi
identificado um periodo mais longo para a
deteccao do estro, como demonstrado na
tabela 1. As demais caracteristicas nao
divergiram entre as duas épocas.
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32,37 £ 1,59 °C na E2, demonstrando
diferengas (P < 0,05%) significativas.

Com o aumento ou diminui¢io
brusca da temperatura ambiente, fora da
faixa de conforto térmico dos animais, a
fertilidade é muito alterada, principalmente
quando as temperaturas elevadas estdo
associadas a umidades atmosféricas elevadas.

Na E1 do presente estudo, o THI
(indice de temperatura e umidade)
apresentou um valor médio de 94 e na E2 o
valor foi de 86. Estas médias podem

Tabela 1 - Caracteristicas da dinamica folicular de novilhas Guzera durante duas épocas experimentais (E1-verao

e E2-inverno)
Epoca N Caracteristicas Meédias

1 6 IE(dias) 23,67 +£3.442
2 6 IE(dias) 18,50 + 3,76°
1 6 DO(dias) 15,83 +5912
2 6 DO(dias) 11,83 + 4,362
1 6 DDO 1,671,212
2 6 DDO 2,17 +£0,75°
1 6 DDF 4,83 +£1,33°
2 6 DDF 5,33+2,072

Valores seguidos por letras diferentes dentro de uma mesma caracteristica, diferem entre si, ao nivel de 5 %, pelo teste SNK. N = mimero
de observagdes); IE = intervalo estral; DO = duracdo da onda folicular; DDO = dia da detec¢do da onda folicular; DDF = dia da

divergéncia folicular.

A temperatura retal minima variou de
37,92 + 0,20 °C na E1 e 37,10 £ 0,10 °C na
HE2. A temperatura retal maxima oscilou entre
40,48 £ 0,22 °C e 38,95 * 0,08 °C no verio
e inverno, respectivamente. Esses valores
demonstram o efeito (P > 0,05) da estagdo
do ano na temperatura retal das novilhas
Guzera.

O aumento em um grau ou mais na
temperatura corporal interna, resulta um
grande dispéndio de energia para
manuten¢ao da homeostase. Neste processo
regulatério as fungbes menos vitais
(produgao e  reproducgio)  sido
comprometidas.* A média da temperatura
méixima detectada no ambiente do
experimento na E1 foi de 37,83 + 0,58 °C e

caracterizar a possibilidade de queda
acentuada na produc¢io animal, uma vez que
o THI 72 é indicio de inicio de desconforto
e, a partir do THI 76, a eficiéncia produtiva
¢ comprometida. Estes valores foram
estabelecidos para os animais de aptiddo
leiteira, mas podem ser utilizados como
pardmetro para indicar o estado de estresse
dos animais de corte.'® As concentracoes de
progesterona nio demonstraram efeito de
¢época ao nivel de 5% de probabilidade,
utilizando o programa SAS/STAT.
Pode-se notar a influéncia do estresse
térmico sobre as estruturas coletadas quando
se observa a tabela 2, onde as avaliaces
foram realizadas por meio de estatistica
descritiva . O numero total de estruturas

Tabela 2 - Numero de estruturas (total, vidveis, nao-viaveis e ovécitos) recuperadas de novilhas Guzerd, coletadas
no sétimo dia ap6s a IA e o nimero de corpos liteos observados, durante a E1 e E2

El (n=6) E2 (n=6)
Total 17,0 20,0
Viaveis 7.0 18,0
Nio-viaveis 2.0 2.0
Ovécitos g0 e
Corpo liteo 20,0 25,0

E1 = janeiro a mar¢o e E2 = maio a junho. n = numero de animais.
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recuperadas foi similar entre as duas épocas
(17 na E1 e 20 na E2), entretanto, quando se
observa o numero de embriGes viaveis
(7- E1 e 18 - E2) e de ovécitos (8 - E1 e 0
- E2) que foram recuperados em cada
estacdo, ¢ possivel sugerir que houve efeito
do estresse térmico no desenvolvimento
embrionario inicial e/ou na taxa de
fertilizacdo.

O alto nimero de ovdcitos nao
fertilizados, encontrados no verdo siao
compativeis com os achados de Monty e
Racowsky ', que realizaram coletas nos meses
de calor intenso e também observaram maior
incidéncia de ovocitos nio fecundados. Uma
das causas deste fato, segundo esses autores,
¢ a manutencao das concentracoes basais de
progesterona em doadoras expostas ao
estresse térmico. Nestas condi¢bes, a
qualidade dos  ovécitos poderia
comprometer a fecundagao.

Niao pode ser descartada a hipotese
de que um ambiente uterino com
temperatura acima dos valores normais
tenha reduzido a capacidade de fertilizagao
dos espermatozoides, com conseqiiente
comprometimento da viabilidade espermatica.

Na E1 foram encontrados embrides
de doadoras superovuladas com alteracGes
morfoldgicas, tais como, blastomeros
extrusados, coloragio irregular e a presenca
de granulos enegrecidos, ratificando os
achados de Putney, Drost e Thatcher *.

As alteracSes na dinamica folicular em
decorréncia do estresse térmico, como
diminuicio da taxa de crescimento e

prolongamento na duragdo do crescimento
folicular, podem afetar a subsequente
funcionalidade do corpo lateo e a secre¢ao
de progesterona, resultando em um
ambiente uterino e de oviduto indspito para
o desenvolvimento embrionario. Nestas
condig¢des, os processos de capacitagao,
transporte do ovocito ou dos espermatozodides,
fecundacao, nidacao ¢ o desenvolvimento
embrionario inicial estardo comprometidos.
Observagdes semelhantes foram feitas por
Breuel, Lewis e Schrick ?!. Esta realidade
pode ser mais evidenciada em animais de
aptidao leiteira, que apresentam um padrio
racial direcionado para o gado europeu.

Conclusoes

Os intervalos estrais e ovulatorios
foram de maior duragdo durante o periodo
de temperaturas mais elevadas (E1),
possivelmente por comprometimento do
desenvolvimento folicular. A taxa e a duragao
de crescimento folicular se mostraram
sensiveis as variacoes sazonais, influenciando
o desenvolvimento da dominancia folicular
durante o periodo pré-ovulatorio. Ambientes
com temperatura ¢ umidade elevadas
comprometem a viabilidade dos embriGes e
aumentam o numero de oocitos nao
fertilizados. Conclui-se entio, que determinadas
caracteristicas de relevante importancia na
fisiologia reprodutiva de novilhas Guzera,
apresentam significativa sensibilidade as
variagdes térmicas, podendo refletir em
instabilidades na fertilidade destes animais.

Ovarian follicular dynamic and embryo production seasonality in Guzera

heifers breed

Abstract

The objective was to verify the effects of seasonality on ovarian follicular
dynamic and evaluate the influence of heat stress on early embrionic

Key words:
Follicular dynamic.
Thermal stress.
Guzera. Embryos.
Superovulation.

development in Guzera heifers. Six animals were sincronized and the
estrus day was considered DO. Follicular dynamic was followed by
two consecutive estrous cycles, at times 1 (summer) and 2 (winter),
using an ultrasonographic Scanner 200 Vet (Pie Medical). After nine
days of the end of second estrous cycle, all the animals were submitted
to superovulatory treatment, with duration of four days. The animals
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were artificially inseminated, 12 to 24 hours after estrus detection.
Embryo collection was realized seven days after the first insemination.
There was seasonal effect on the number of follicular waves, with a
greater prevalence of cycles with one wave in the summer. The intervals
between estrus and ovulations showed a greater duration in the
summer. There was a significant effect of time on the duration of the
ovulatory follicle growth that was longer in the summer. The follicular
growth rate was smaller in the summer. Rectum temperature oscillated
between times, become evident the influence (P < 0.05) of season on
the internal body temperature. The THI observed on summer was
94 and winter was 806, these values suggest the animal stress condition.
The number of viable structures was higher in winter, suggesting the
effects on time 2 on fertilization of the oocytes. Progesterone
concentrations did not have seasonal effect. Thermal stress alterations
on follicular dynamic, such do reduced follicular growth rate and
increase on duration of follicular growth. Might prejudice the quality
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of oocyte and affect the subsequent corpus luteum functionality.
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