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RESUMO

Cembranelli, Marcello de Aguiar Rodrigues. Eficiéncia de duas doses de D-
cloprostenol para sincronizagdo de estro em bovinos nas diferentes fases do ciclo
estral. Orientador: Carlos Antonio de Carvalho Fernandes. Alfenas: Unifenas, 2005.
Dissertagao (Mestrado em Ciéncia Animal).

A sincronizagdo do estro em bovinos através da aplicagdo de agentes luteoliticos, como
prostaglandina F2a (PGF2a) ou seus analogos, tem sido amplamente utilizadas em
programas reprodutivos e de transferéncia de embrides (TE).Os agentes luteoliticos
causam lise do corpo luteo, resultando na manifestagao de estro.Consiste de um método
pratico e de menor custo quando comparado a outros métodos de sincronizacédo e
apresenta indices de fertiidade comparados ao natural, desde que nao haja
interferéncias de fatores como condigao corporal, nutricdo, entre outros.O objetivo deste
trabalho foi o de verificar a eficiéncia da aplicacdo de diferentes doses (normal e
reduzida) de um agente luteolitico, via intramuscular, em diferentes fases do ciclo estral
(diestro), bem como o tempo de responsividade (intervalo aplicagdo-estro).O experimento
foi realizado na fazenda Agua Limpa, no municipio de Fama-MG, no periodo de
novembro de 2004 a janeiro de 2005.Foram realizadas 288 aplicacées de D-Cloprostenol
sodico, visando a sincronizacdo de estro em novilhas mesticas, utilizadas como
receptoras num programa de transferéncia de embrides.Os animais foram observados
em estro natural, classificados e distribuidos para o experimento de acordo com o dia do
ciclo.O grupo A correspondeu aos animais que estavam, no dia da aplicagao, do 6° ao 8°
dia do diestro, considerando dia 0 como o estro.O grupo B, do 9° ao 11° dia do diestro.O
grupo C, do 12° ao 14° dia do diestro e o grupo D, as novilhas do 15° ao 17° dia do
diestro. Todos os grupos foram subdivididos em dois, onde alguns animais receberam 75
ug (1ML) de D-cloprostenol sddico, via intramuscular e o restante recebeu 150 ug (2ML)
de D-cloprostenol sodico também intramuscular.Para eficiéncia total, a dose de 2ML,
apresentou melhor resposta (p<0,01) de 77,15% contra 50,55% da dose de 1ML.Os
grupos A (6 a 8) e B (9 a 11) apresentaram resultados préximos (p<0,05) da eficiéncia
total, sendo de 66,67% para 2ML e 36,36% para 1ML, no grupo A, e 78,43% e 56,67%,
respectivamente, para o grupo B.Portanto com melhor eficiéncia para o grupo que
recebeu 2ML.Os grupos C (12 a 14) e D (15 a 17) ndo mostraram diferenca (p<0,05) na
eficiéncia entre os grupos ou entre as doses, com os seguintes resultados: 73,58% (2ML)
e 52,00% (1ML) para o grupo C e 73,58% e 52,00%, respectivamente, para o grupo D.
Para intervalo aplicagdo ao inicio do estro encontraram-se os seguintes resultados: o
grupo A apresentou intervalo médio de 58 horas, diferindo significativamente (p<0,05)
dos demais grupos, que resultaram em 73,43 horas para o grupo B; 79,06 para o grupo C
e 75,23 para o grupo D.O presente estudo mostrou que a utilizacdo da dose de 1ML de
D-cloprostenol sédico é semelhante a dose de 2ML a partir do 12° dia do ciclo. Portanto,
a utilizagdo da subdose pode ser mais uma alternativa para se reduzir custos em um
programa de TE, desde que se conheca o momento da fase do ciclo estral das
receptoras envolvidas no programa.

Palavras chaves: Bovino, Ciclo estral, D-Cloprostenol, Sincronizagao.
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SUMMARY

Cembranelli, Marcello de Aguiar Rodrigues. Efficiency of two doses of D-cloprostenol
for synchronization of estrus in bovines in the different phases of the estrous cycle.
Orientation: Carlos Anténio de Carvalho Fernandes. Alfenas: Unifenas, 2005. Dissertation
(Master Science Animal).

The synchronization of estrus in bovines through the administration of luteolytic agents, as
prostaglandin F2a (PGF2a) or its analogues, has been widely used in reproductive
programs of embryos transfer (ET). The luteolytic agents cause lysis of the corpus luteum,
resulting in the manifestation of estrus. It is a practical and less expensive method when
compared to other synchronization techniques, and exhibits fertility indexes which are
similar to the natural ones, since there is no interference of factors such as bodily
condition and nutrition, among others. The purpose of this paper was to verify the
efficiency of the intramuscular administration of different doses (normal and reduced) of a
luteolytic agent in different phases of the estrous cycle (dioestrus), and the responsivity
time (interval administration-estrus). The experiment was carried out in Agua Limpa farm,
in the city of Fama, State of Minas Gerais, Brazil, in the period between November 2004
and January 2005. Two-hundred and eighty-eight applications of sodic D-cloprostenol
were made whit the aim of synchronizing the estrus in crossbred heifers used as
receptors in an embryo-transfer program. The animals were observed in the natural
estrus, classified and grouped in accordance with the day of the cycle. Group A
corresponded to the animals injected on the 6"-8" day of deoestrus, day O being
considered as estrus. Group B, on the 9™-11" day. Group C, on the 12"-14" day, and
Group D, the heifers on the 15M-17" day of dioestrus. All the groups were subdivided into
two: some animals received 75 pg (1ML) of sodic d-cloprostenol by intramuscular
injection; others received 150 ng (2ML). As for total efficiency, the 2ML dose showed a
better response (p<0,01), 77,15%, than the 1ML dose, 50,55%. Groups A (6 to 8) and B
(9 to 11) showed nearly equal values (p<0,05) for total efficiency: 66,67% for 2ML and
36.36% for 1ML in Group A, and 78.43% and 56.67%, respectively, for Group B. Groups
C (12 to 14) and D (15 to 17) showed no differences (p<0,05) in efficiency between
groups or doses: 73.58% (2ML) and 52.00% (1ML) for Group C, and 73.58% and 52.00%,
respectively, for Group D. For interval application to the beginning of estrus, the following
results were found: Group A presented an average interval of 58 hours, significantly
differing (p<0,05) from the other groups: 73.43 hours for Group B; 79.06 hours for Group
C, and 75.23 hours for Group D. The present study demonstrated that the dose of 1ML of
D-cloprostenol is similar to the dose of 2ML as of the 12" day of the cycle. Therefore, a
subdose may be an alternative to reduce costs in an ET program, since one knows the
stage of the estral cycle of the females.

Key words: bovine, estrous cycle, D-cloprostenol, estrus synchronization



1. INTRODUCAO

A sincronizagao do estro tem sido amplamente utilizada, tanto em casos de monta
natural ou inseminagao artificial, como na técnica de transferéncia de embrides (TE), para
a qual é imprescindivel (COSTA, HENRY, WHITHE, 2000). A técnica de TE teve um
grande impulso quando foi descoberta a necessidade de sincronizagdo de estro entre
doadora e receptora. A prostaglandina F2a ou seus analogos sintéticos tém sido
amplamente utilizados em programas reprodutivos e de transferéncia de embrides. Trata-
se de um método pratico, de baixo custo e que resulta em um estro de fertilidade
comparada ao natural. No ano de 2003 foram gastos R$ 12 milhdes com prostaglandinas,
sendo que correspondera a 15% dos custos de um programa de TE. Na tentativa de
reducdo de custos, tém-se buscado alternativas para que o procedimento de
sincronizacao nao represente uma parcela tao significativa dentro dos custos totais de um
programa de TE. Uma das praticas, amplamente difundida mas que n&o apresentou
embasamento cientifico, foi a aplicacdo de uma dose reduzida de luteolitico na fémea
que seria sincronizada (NOVAES, VALE FILHO, CARVALHO, 1991; BARSUTO-KUBA et
al., 1992; FERNANDES, TORRES, COSTA, 1994). O uso de doses reduzidas parece ser
uma alternativa para redugdo dos custos da TE, pois esta técnica utiliza grandes
quantidades da droga para sincronizacao de receptoras. Existe um ponto de
estrangulamento, principalmente na sincronizagao de estros entre doadoras e receptoras,
onde estas ultimas devem se situar num periodo do ciclo estral em que o corpo luteo
esteja sensivel ao agente luteolitico. Esta situagdo induziu a grande variagdo na
eficiéncia dos diferentes protocolos, além do tempo de resposta dos animais, fazendo
com que parte das receptoras sincronizadas ndo entrasse em estro ou ndo se situasse
dentro do periodo em que pudessem receber o embrido (FERNANDES, TORRES,
COSTA, 1994). Diante disto, objetivou-se neste estudo avaliar os efeitos da aplicacéo de
um agente luteolitico em diferentes fases do ciclo estral, bem como a utilizagao de
subdose pela mesma via de aplicagdo e nas mesmas fases do ciclo estral, para avaliagcao

de eficiéncia na sincronizacao de estro.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Ciclo Estral

MacMillan & Burke, (1996) relataram que o ciclo estral em bovinos apresenta a
duracdo média de 21 dias e é regido pela interacdo e antagonismo endocrinolégico de
horménios secretados pelo hipotalamo, hipdfise, gbnadas e utero. O ciclo estral pode ser
dividido em duas fases distintas: a fase folicular ou estrogénica, que se estende do pro-
estro ao estro, culminando na ovulagdo, e a fase luteinica ou progesterénica, que
compreende o metaestro e o diestro terminando na lutedlise. Segundo Madureira &
Barufil., (2000), o periodo de formacéo inicial do corpo luteo € denominado metaestro, e
dura cerca de seis dias. O corpo luteo secreta progesterona, que inibe a manifestagédo de
cio e a ovulagao. Esta fase, conhecida como diestro, dura aproximadamente 11 dias, e
em caso da vaca nao estar gestante, o corpo luteo sofre lutedlise. Segue-se a isso, em
virtude da auséncia de progesterona, um rapido desenvolvimento final do foliculo pré-
ovulatoério e sua maturagao, resultando em cio e ovulagao.O intervalo entre dois estros é
chamado ciclo estral. O desenvolvimento folicular durante o ciclo estral em vacas, ocorre
em padrao de ondas, variando de uma a quatro ondas por ciclo, uma onda dura de 7 a 10
dias (MACMILLAN, SEGWAGWE, PINO, 2003). Elas surgem nos dias 0 a 1 e dias 9 a
11 nos casos de duas ondas por ciclo, e nos dias0a 1,8 a 9 e 15 a 16 em animais com
trés ondas por ciclo, existindo porém, uma maior incidéncia de ciclos com duas ondas
foliculares (SIROIS & FORTUNE, 1988; FORTUNE, 1993). Na primeira onda folicular, o
foliculo dominante ou ovulatério atinge seu desenvolvimento maximo, porém n&o tera
condigbes de ovular, entrando em atresia em funcdo de nao ter suporte hormonal para o
processo de ovulacao, devido a alta concentragdo de progesterona produzida pelo corpo
luteo neste periodo do ciclo estral (HENRICKS, DICKEY, NISWENDER, 1970; HAFEZ &
HAFEZ, 2004). Assim, uma nova onda folicular se inicia, e o foliculo dominante da onda
anterior permanece inativo no ovario por 4 a 5 dias, quando entdo gradativamente
desaparece. Na segunda onda de crescimento folicular, que se inicia no meio do ciclo, o
foliculo dominante, que sera selecionado em torno do dia 17 a 18, tera condi¢des de
ovular, visto que, a partir destes dias, os niveis de progesterona estarao reduzidos devido

ao processo de lutedlise. As interagées hormonais tém papel fundamental na atresia ou



na ovulacédo do foliculo dominante de uma onda de crescimento folicular (MIHM &
AUSTIN., 2002). Cada onda folicular é dividida em quatro fases: emergéncia, selegéo,
dominancia e atresia ou ovulagdo (DISKIN, AUSTIN, ROCHE, 2002). A emergéncia de
uma onda é estimulada por um aumento transitério nas concentracbes plasmaticas de
horménio foliculo estimulante (FSH) (ADAMS, MATTERI, GINTHER, 1992). Apés o pico
de FSH e o declinio dos niveis desse hormonio, ocorre atresia dos foliculos subordinados
recrutados no inicio da onda de crescimento folicular (GINTHER et al., 1997). A taxa de
crescimento folicular é semelhante para todos os foliculos recrutados até o momento da
selecdo. No entanto, na fase de selegdo, um foliculo passa a apresentar maior taxa de
crescimento que os demais (DISKIN, AUSTIN, ROCHE, 2002). A partir do desvio, fica
estabelecida a dominancia folicular, na qual o foliculo dominante permanece crescendo
continuamente, enquanto os subordinados diminuem sua taxa de crescimento e entram
em atresia (GINTHER et al., 2001). Concentragdes crescentes de estradiol induzem o
comportamento de estro e em combinagdo com o declinio na concentragcdo de
progesterona, desencadeiam o pico de horménio luteinizante (LH). Durante a dominancia
ocorre a queda das concentracbes de FSH e aumento da secreg¢ao de LH, quando, a
partir deste momento, o foliculo selecionado passa a ser LH- dependente, até que ocorra
a ovulagao ou atresia (GINTHER et al., 2001).

2.2. Foliculogénese

De acordo com Sirois & Fortune, (1988) um numero significativo de foliculos
primordiais sdo formados nos ovarios férteis entre 120 e 140 dias de gestacdo em
bovinos e estes permanecem em “ estadio de descanso ” devido aos efeitos do fator
inibidor de maturacdo do odcito, até o animal entrar em puberdade, quando voltam a
processar gradualmente os foliculos. O controle do restabelecimento do crescimento e do
desenvolvimento (SWENSON & DUKES, 1988) do foliculo primordial ndo € conhecido,
exceto pelo fato que é independente de horménios gonadotropicos. De tempos em
tempos, um grupo de foliculos é selecionado e iniciam o desenvolvimento, tornando-se
foliculos antrais; no entanto, muitos se tornam atrésicos. Os foliculos antrais que

continuam o crescimento formam uma cavidade, o antro, que é preenchido pelo liquido



possui varios fatores que regulam o desenvolvimento do foliculo, como a inibina, que atua
diminuindo os niveis de FSH circulante e indiretamente suprime o crescimento folicular; a
folistatina, que suprime o crescimento folicular, e a activina, que atua se contrapondo a
agao da inibina, como citado por Woolums & Peter (1996a). Para Swenson & Dukes,
(1988) a sintese de receptores para FSH e estrégeno na granulosa e para LH na teca é
necessaria para que os foliculos entrem na fase dependente de horménio. O FSH
influéncia a producdo de estrogenos pelas células da granulosa, convertendo os
androgénios produzidos na teca, sob influéncia do LH, em estrogénios. O FSH em
associagao com estrogeno induz o aumento de receptores para o LH na granulosa,
enquanto o LH diminui o nimero de receptores de FSH na granulosa. Com isso, o foliculo
€ preparado para responder a onda de LH. Quando a secrecgéo estrogénica atinge certo
limiar, é disparada indiretamente uma onda pré-ovulatéria de LH, que influencia a
producao intrafolicular de substancias associadas a ruptura do foliculo, como PGE, PGF,
corpusculos multivesiculares e relaxina. Na ovulagao, o oocito é expelido em uma massa
de células, chamadas cumulus oophorus, devido a contracdo do ovario e foliculo
estimulada pela PGF2a ovariana (SWENSON & DUKES, 1988). Sirois & Fortune (1988)
indicam correlacdo negativa entre o tamanho do foliculo dominante, no inicio da
regressao do corpo luteo, e o tempo decorrido até o estro. O foliculo destinado a ovular
seria 0 maior foliculo nos ovarios, apenas um dia antes ou no dia do estro (MATTON et
al., 1981; PIERSON & GINTHER, 1987a; PIERSON & GINTHER, 1987b). A selegéo
ocorre 3 a 4 dias antes da ovulagao e, além do estimulo ao desenvolvimento no foliculo
ovulatério, parece existir também um bloqueio no desenvolvimento dos demais, pois a
resposta destes as gonadotrofinas exogenas € menor apds a selecao (PIERSON &
GINTHER, 1987b). Ap6s a ovulagao forma-se o corpo hemorragico e a PGE2 remodela
as células, ocorrendo a hipertrofia e a luteinizagdo das células da granulosa, que se

tornam células luteinicas e produzem progesterona (WOOLUMS & PETER, 1996b).

2.3. Corpo Luteo

O Corpo Luteo (CL), participa da maioria dos processos reprodutivos. Ele € um

6rgao enddcrino transitorio formado a partir do foliculo ovulatério rompido e sua fungao



primaria é a produgdo de progesterona, a qual prepara o endométrio para implantagao e
manutencao da gestacao inicial. Se a prenhez nao ocorrer, o CL regride para permitir o
inicio de um novo ciclo estral (WILTBANK, 1994; SAKAMOTO et al.,, 1995; MILVAE,
HINCKLEY, CARLON, 1996; MILVAE, 2000; WEBB, WOAD, ARMSTRONG, 2002).

2.3.1. Formacéo do CL

O CL se desenvolve a partir das células residuais do foliculo pré ovulatério. Antes
da ovulacao, o foliculo é organizado em camadas distintas. As células da granulosa e o
o6cito sao separados das outras camadas foliculares pela membrana basal, acima da
qual encontram-se a teca interna e externa (MILVAE, HINCKLEY, CARLON, 1996). Os
capilares de vascularizacdo ao redor dos foliculos estao presentes na teca interna e
externa, mas estdo ausentes na camada de células da granulosa, porque a membrana
basal atua como uma barreira para a vascularizagdo. O LH, por sua vez, causa a
degradacdo da parede folicular e libera o oécito na ovulagdo (BAO & GARVERICK,
1998). Apds a ovulagao, ha a diferenciagdo das células foliculares residuais. A células da
teca interna, associadas a capilares atravessam a membrana basal que esta degradada e
invadem a camada da granulosa e do tecido folicular remanescente, levando ao
desenvolvimento do CL, que inicia a producédo de progesterona em altas concentragbes
(NISWENDER et al.,, 2000). Varios autores, citados por Niswender et al. (2000),
mencionam que os fatores de crescimento de fibroblasto (FGF), hormdnio do crescimento
(GH), LH e o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), sdo provavelmente os
reguladores primarios da proliferacdo de fibroblastos, pequenas células luteinicas e
células endoteliais. O CL contém populagbes de células heterdlogas que incluem as
grandes células esteroidogénicas luteais (LLC) e as pequenas células esteroidogénicas
(SLC), que sao células luteinizadas da granulosa e teca folicular, respectivamente
(FIELDS & FIELDS, 1996). Estes dois tipos celulares perfazem aproximadamente 70% do
volume do CL (O’'SHEA, RODGERS, D’OCCHIO, 1989). As SLC compreendem 26% (em
numero) das células luteais; perfazem aproximadamente 28% do volume do CL, e sao
conhecidas pela producédo de progesterona quando estimuladas pelo LH. Ja as LLCs
compreendem apenas 3% (em numero) das células luteais, mas perfazem
aproximadamente 40% do volume (FIELDS & FIELDS, 1996) e ndo sdo dependentes do



LH para secretar progesterona, embora apresentem receptores para tal, segundo Chegini
et al. (1991). Além do tecido folicular diferenciado, durante a reorganizagao celular para a
formagao do CL, ha a migracao de células endoteliais, fibroblastos (CHANNING, 1969) e
constituintes do sistema imunolégico, como os leucdcitos (PATE, 1994). Estas células
apresentam-se intermisturadas em uma extensdo em que as grandes células luteinicas
(LLC) e as pequenas células luteinicas (SLC), sdo unidas proximamente umas com as
outras. Um aspecto importante do desenvolvimento do CL inicial é a taxa de crescimento
tecidual e a proliferacao celular. Este crescimento é o resultado de um aumento de
tamanho de aproximadamente duas vezes das LLC (o nimero permanece constante),
aumento do numero de SLC, fibroblastos e células endoteliais (FARIN et al., 1986).
Estudos mais recentes tém comecado a esclarecer a complexidade da regulagcdo da
formacgao, funcdo e regressado luteal, usando as ferramentas da biologia molecular
(INSKEEP, 2000). Horménios luteotrépicos nao sé regulam o crescimento luteal, mas
também suportam a habilidade do CL em secretar progesterona. Estes hormoénios
incluem LH, horménio de crescimento (GH), prolactina, fator de crescimento semelhante
a insulina (IGF-I), ocitocina, prostaglandina E , (PGEZ)' prostaglandina |, (PGL,) (HANSEL

& BLAIR, 1996a; NISWENDER et al., 2000). A prolactina ndo parece ser essencial para a
funcao luteal durante o ciclo estral de vacas, segundo Hoffman et al. (1974), embora o CL
apresente receptores para ela. No entanto, o LH é requerido para manter uma expressao
normal de RNAm e presumivelmente proteinas, codificando proteina esteroidogénica
regulatéria aguda (StAR), complexo citocromo P450 scc (crivador da cadeia luteal) e 33
hidroxisteroide desidrogenase isomerase (3B-HSD). J& o GH esta envolvido na
codificagcao da StAR e P450 scc, mas nao parece desempenhar fungao para a 3 - HSD
(JUENGEL et al., 1995). Entretanto, ambos, LH e GH, sdo necessarios para o
desenvolvimento luteal normal e manutencdo da fungdo do CL maduro (MILVAE,
HINCKLEY, CARLON, 1996; NISWENDER et al., 2000).

2.3.2. Fungao Luteal

A onda pré-ovulatéria de LH resulta na luteinizacdo das células da granulosa e
tecais, altera a rota esteroidogénica, e entdo a progesterona é o primeiro horménio

esterdide produzido por cada um destes dois tipos celulares apdés a luteinizacao



(NISWENDER et al., 2000; NISWENDER, 2002). A diferenciacado das células capazes de
produzir progesterona em altas taxas é realizada por um aumento da expressao de
enzimas necessarias para a conversao de colesterol em progesterona, isto €, o complexo

citocromo P450__ e a 3B-HSD, além da diminuigdo da expresséo de enzimas que

convertem progesterona a estrogenos, isto é, 17 a-hidroxilase citocromo P450 e
citocromo P450 aromatase, (BAO & GARVERICK, 1998). Existem trés principais rotas
para que o colesterol esteja presente como substrato para a sintese de progesterona: as
lipoproteinas de alta densidade (HDL), lipoproteinas de baixa densidade (LDL), e os
ésteres de colesterol. Uma vez dentro das células, as lipoproteinas sdo quebradas por
enzimas para que o colesterol possa entrar na rota esteroidogénica (MILVAE,
HINCKLEY, CARLON, 1996; NISWENDER, 2002). A entrada do LDL nas células luteais
ocorre pela presenca de receptores que estimulam a endocitose. Ja a entrada do HDL se
da por intermédio de uma proteina de adesao disposta na membrana plasmatica, por
mecanismos ainda nao definidos, mas parece nao ser mediada por receptores. Krisans
(1996) afirma que o substrato para a esteroidogénese é o colesterol. Sob condigbes
normais, a maioria do colesterol é sintetizada pelo figado e transportado para os tecidos
esteroidogénicos, como a cértex adrenal, foliculos, corpos luteos e testiculos, na forma
de lipoproteinas. Uma vez o colesterol tenha sido transportado para a matriz mitocondrial,

a enzima citocromo P450_ atua na conversao do colesterol a pregnenolona, que é

transportada para o reticulo endoplastimatico liso (REL), onde a 3B-HSD converte a
pregnenolona em progesterona. Apdés a sintese, a progesterona deixa a célula
aparentemente por difusdo, ndo havendo evidéncias de que ela possa ser estocada em
altas quantidades no interior do tecido luteal (FIELDS & FIELDS, 1996; NISWENDER et
al., 2000; NISWENDER, 2002).



@@
/;"' e
NS

Colesterol
SE
SEA T sian

Colesterol

\

Mitocdndria

Pregnenolona

REL;’EIE- 3BHSD

Progesterona =

FIGURA 1 - Representacdo das etapas da rota estereidogénica aguda em uma célula
luteal genérica. Fonte: Adaptado de NISWENDER, 2002.

2.3.3. Regulagao da fungao luteal

Vérios autores comentam que concentragdes fisioldgicas de LH aumentam a
secrecao de progesterona das SLC, mas o LH ndo aumenta a secrec¢ao nas LLC, embora
se saiba que os dois tipos celulares apresentam receptores para este hormdnio
(CHEGINI et al., 1991). Em células de tecidos luteais bovinos, a adesdo do LH ao seu
receptor das SLCs ativa a adenilato-ciclase, conduzindo ao aumento das concentragbes
de AMPc (HANSEL & BLAIR, 1996a) que finalmente ativa a PKA (proteina quinase A).
Esta proteina, por sua vez, aumenta a quantidade de StAR fosforilada com um resultante
aumento do transporte de colesterol para o interior da membrana mitocondrial para futura
sintese de progesterona. Entretanto, a ativacdo da PKA nas SLCs aumenta a liberacao
do colesterol, mas nao influencia nas concentracbes de RNAmM ou nas atividades da

P450__ou 3B - HSD. Portanto, os efeitos esteroidogénicos agudos do LH ndo parecem

modular as trés principais enzimas envolvidas na sintese de progesterona, mas sugere-
se que o LH aumenta a produgao de P, (progesterona) pela facilitagdo do transporte do
colesterol através da célula para o interior da membrana mitocondrial (WILTBANK, M.C.
BELFIORE, NISWENDER, 1993). Este processo parece ser o passo chave na
estimulagdo hormonal aguda da sintese de progesterona (MURPHY, 2000) pelas SLCs.



Outros horménios luteotrdpicos participam na regulagéo da secregéo de progesterona. O
GH, segundo Libermann & Schams (1994), e o IGF-I, de acordo com Sauerwien et al.
(1992), aumentam a secrecao de progesterona no tecido luteal. Ambos os receptores
para IGF-I e GH estao localizados nas LLCs; portanto, podem ser importantes para a
manutencdo de altos niveis basais de progesterona secretados nessas células.
Adicionalmente, o GH pode influenciar indiretamente a funcao luteal pelo aumento da
expressao de IGF-I, que é produzido (sintetizado) pelo CL e estimula a secregcao de
progesterona, além de inibir a morte celular, permitindo a manuten¢cdo do peso luteal
(LUCY et al., 1993). Um agente paracrino, cujos receptores estdo presentes em ambas

as células luteinicas, € a prostaciclina (PGl,) (CHEGINI et al., 1991). Produzida pelo CL,

ela estimula aumento da secrecdo de progesterona, pela ativagdo do AMPc e por
consequliéncia a PKA, no CL bovino (MILVAE, HINCKLEY, CARLON, 1996). Além da
PGl,, a prostaglandina E, (PGE,) também apresenta receptores nas ceélulas luteinicas,
onde sdo mais frequentes nas LLCs. Presumivelmente, as PGE, também aumentam os
niveis de AMPc, levando ao aumento da secrecao de progesterona pelo CL (HANSEL &
BLAIR, 1996a). Corroborando, Murphy (2000), também comenta que nas SLCs os

horménios luteotrépicos, como o LH e PGI,, PGE , aumentam a sintese de progesterona

por aumentar em niveis de AMPc e ativacdo da PKA, estimulando a producao

esteroidogénica pelo aumento do transporte de colesterol para a P-450 scc.

2.3.4. Lutedlise

O CL de um ciclo estral nos bovinos é uma estrutura dindmica com um periodo de
vida de aproximadamente 17-18 dias (OHTANI et al., 1998). Evidéncias para a regresséo
morfolégica do CL sao observadas mais precocemente pelo dia 14 do ciclo estral e no dia
200 em vacas gestantes. Vacas leiteiras parecem apresentar o processo de regressao
luteal (17° dia) mais tardio que vacas de corte (14° dia), podendo ser explicado por um
maior e mais ativo CL, o que provoca um maior intervalo interovulatério (FIELDS &
FIELDS, 1996). Na auséncia da prenhez, o CL sofre a regressao morfolégica e funcional
(MILVAE, 2000). Este processo, denominado lutedlise, é caracterizado pela cessacao da

produgcdo de progesterona e perda dos componentes celulares, incluindo redu¢do do
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suprimento vascular, proliferacdo do tecido conjuntivo, aumento da desorganizagcao
celular, degeneracado e fagocitose das células luteais (CARLSON et al.,, 1982; PATE,
1994; MIYAMOTO, 1996). Ao alcangar o CL, o efeito luteolitico da PGF2a ocorrera pela
associacao com os receptores presentes na membrana plasmatica das LLCs, iniciando a
cascata de rotas intracelulares que resultam na lutedlise e consequientemente levando a
inibicao da sintese de progesterona (ANDERSON et al., 2001). O LH (n&o relacionado ao
pico pré-ovulatério) alcangca os receptores endometriais, induzindo um aumento da

producdo de AMPc e inositol fosfato (IP,). Esta elevagcéo da concentragdo de segundo

mensageiro (AMPc) desencadeia o aumento das concentracdes de cicloxigenase
endometrial (COX-2) e seu metabdlito. Tem sido proposto que o estradiol dos foliculos
pré-ovulatorios determinam a liberacdo de ocitocina na hipdfise, que estimula uma
pequena quantidade de PGF2a uterina. Esta PGF2a inicia uma onda de feedback positivo
implicando na liberagdo adicional de ocitocina luteal e PGF2a proveniente do CL e do
tero. E proposto que a liberacdo de PGF2a luteal amplifica o sinal luteolitico de uma
maneira autocrina ou paracrina. Adicionalmente, a ocitocina liberada pela acdo da PGF2a
adere aos receptores, causando um aumento da atividade da PKC (proteina quinase C)
(NISWENDER et al., 2000). Assim, dois mecanismos podem existir para a amplificagao
dos pulsos de PGF2a. Primeiro, a PGF2a uterina pode estimular a liberagdo de ocitocina
pelo CL, a qual estimula a produgdo de mais PGF2a uterina dentro de minutos de
iniciagdo do pulso (BAIRD, 1992). Em adicdo, a PGF2a uterina pode estimular a
producao de PGF2a intraluteal (TSAI & WILTBANK, 1997).

O decréscimo da concentracdo de progesterona é mais comumente devido a
diminuicdo da capacidade esteroidogénica das células luteais individuais e do fluxo
sangiiineo luteal (MILVAE, R. A., HINCKLEY, S. T., CARLON, J. C., 1996). E conhecido
que a PGF2a liberada no utero é proveniente da ativacdo da ocitocina luteal via
fosfolipase C (PLC) (BURNS et al., 1997). Porém, outra linha de pesquisadores informa
que as gonadotropinas participam ativamente no desencadeamento da sintese de PGF2a
pelo utero. Isto porque receptores para gonadotropinas tém sido encontrados por toda a
extensao do trato reprodutivo, como no endométrio, sendo que as maiores concentragdes
destes receptores foram mensuradas durante a fase luteal, (SHEMESH, 2001). Por fim,
Hansel & Blair (1996b) comentam que a ocitocina desempenha um papel secundario na
regressao dos CLs bovinos. Isto porque, com base na microdidlise in vivo, estes
pesquisadores observaram que a regressdo luteal parece ocorrer normalmente na

auséncia de concentracbes mensuraveis de ocitocina. Entretanto, apesar da intensa
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investigagdo sobre o real mecanismo pelo qual a PGF2a causa regressao luteal, este

ainda permanece parcialmente indeterminado (MILVAE, 2000).

2.3.5. Regressao Funcional e Morfolégica do CL

Embora a PGF2a possa iniciar a lutedlise funcional, mecanismos adicionais
parecem ser necessarios para a lutedlise completa. A lutedlise € um evento continuo, e a
distincdo entre mudancas funcionais e estruturais faz-se necessaria para entender o
processo como um todo. As grandes células luteinicas provavelmente respondem
inicialmente ao sinal luteolitico, mas as comunicagdes entre grandes e pequenas células,
bem como entre células luteais e n&o luteais, parecem ser requeridas para a regressao
completa se proceder (PATE, 1994; SPINOSA, GORNIAK, BERNARDI, 1997). A PGF2a
atua pela ligagdo a receptores especificos localizados nas LLCs (ANDERSON et al.,
2001) onde se unem a proteina G estimulatéria, induzindo a ativagao da PLC que, por

sua vez, cataliza a hidrolise do PIP (Fosfatidil Inositol Bifosfato) em IP, e do diacilglicerol
(DAG). O aumento das concentragdes citosolicas de IP, resultam na liberagdo de calcio

livre do reticulo endoplasmatico liso para o compartimento citoplasmatico. Este aumento

de calcio e do DAG (localizado na membrana plasmatica) estimula a atividade catalitica

da enzima Ca - dependente proteina quinase C (PKC, também localizada na membrana
plasmatica). Acredita-se que a PKC media muitas agbes anti-esteroidogénicas da PGF2a
nas LLCs (NISWENDER et al., 2000). Recentes estudos tém demonstrado que as células
endoteliais e seus produtos, como a endotelina-1 (ET-1), sdo requeridos para a
manifestacao dos efeitos luteoliticos da PGF2a (MILVAE, 2000; PATE & KEYES, 2001).
Esta proteina atua como um potente vasoconstritor, inibe a atividade esteroidogénica,
reduz o fluxo sangiineo durante a lutedlise inicial pela constricdo arteriolar, leva a
hipdxia, e por conseguinte a apoptose das células (MILVAE, HINCKLEY, CARLON, 1996;
MILVAE, 2000; PATE & KEYES, 2001). A ET-1, que é produzida pelas células endoteliais
que revestem o0s vasos sangiineos, apresenta receptores especificos nas LLCs e SLCs
(MILVAE, 2000) e desempenha um papel crucial durante a lutedlise induzida pela PGF2a
(LEVY et al., 2000), agindo como um mediador/promotor luteolitico local na regressao do
CL (OHTANI et al.,, 1998). Estas condigbes sugerem que a PGF2a e a ET-1 séo
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importantes na rapida cascata funcional da lutedlise “in vivo”, com uma possivel interagédo
entre as células endoteliais e luteais durante a lutedlise (OHTANI et al., 1998; MILVAE,
2000; MEIDAN & LEVY, 2002). A principal fungdo das células imunes no CL, neste
estagio, é a fagocitose levando a lutedlise estrutural (MIYAMOTO, 1996). As células
imunolégicas produzem citocinas que podem modificar a sintese de progesterona e
prostaglandinas pelas células luteais. Podem também apresentar efeitos citotoxicos
diretos, e as células mortas sao fagocitadas pelos macrofagos. Fatores secretados pelas
células luteais podem servir como quimiostaticos para as células imunes, aumentando ou
suprimindo suas funcdes (PATE, 1996). A fungdo dos macréfagos durante a regressao,
parece ser primariamente a fagocitose de células luteais degeneradas e a degradacgao da
matriz extracelular. Porém, os macréfagos perfazem trés fungdes durante os estagios
iniciais da lutedlise: além da fagocitose de células degenerativas luteais, também
trabalham na inibigdo citocina-mediada da esteroidogénese e estimulacdo da PGF2a pelo
CL. As células imunoldgicas e citocinas também parecem desempenhar um papel na
lutedlise, regulando a sintese de PGF2q, esteroidogénese e fagocitose (NISWENDER et
al.,, 2000). Além destas mudancas estruturais relatadas acima, no CL em regressao, ha
aumento dramatico de metaloproteinases-1 e 2, que estdo envolvidas no remodelamento
dos tecidos e neste caso podem envolver a morte ordenada do CL, (FIELDS & FIELDS,
1996). Em resumo, a PGF2a causa diminuicdo do fluxo sangiineo no ovario e também
ha queda na producao de progesterona. Parece que o processo de lutedlise pode ser
primeiramente iniciado pela interacdo da PGF2a com receptores especificos localizados
na membrana plasmatica das grandes células (via proteina quinase C/segundo
mensageiro que diminuira a esteroidogénese). Adicionalmente, as agdes combinadas da
PGF2aq, a liberagao de ocitocina local, bem como a ET-1, podem levar a vasoconstrigcao,
isquemia, hipdxia, quimiotaxia de células imunologicas e, a seguir, a redugdo dos niveis
de progesterona. Esta hipdxia e isquemia levariam n&o somente a diminuicdo da
secrecdo de progesterona, mas também a apoptose das células nao luteais,
primeiramente em células endoteliais, depois parenquimais e por ultimo nos fibroblastos
Pate, (1996).

2.3.6 Refratariedade do CL
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Nas espécies domeésticas e primatas, a regressdo do CL possibilita (ativa) o
desenvolvimento de um novo foliculo pré-ovulatério. No entanto, durante os estagios
iniciais do ciclo, que sao caracterizados por uma massiva neovascularizagao, o CL é
refratario a uma Unica aplicacao de PGF2a. Somente nos dias 5 ao 16 apds o estro, a
PGF2a exdgena pode causar regressao do CL bovino (TSAI & WILTBANK, 1997).
Momont (1992) relata que o cloprostenol (analogo da PGF2a) somente sera efetivo a
partir do dia sete do ciclo. A regressdo luteal causada pela PGF2a apresenta
primariamente sua acao através dos receptores especificos presentes na membrana
plasmatica das grandes células luteinicas (SAKAMOTO et al., 1995), onde o RNAm
destes receptores de PGF2a é altamente expresso e acumulado nas grandes células em
estadios nao especificos do ciclo estral (SAKAMOTO et al., 1994; SAKAMOTO et al.,
1995; WILTBANK, SHIAO, GINTHER, 1995 e TSAl & WILTBANK, 1998). Porém, a
responsividade do CL a PGF2a aumenta com o tempo, sendo que a afinidade de ligagao
da prostaglandina aos receptores aumentam 203 vezes dos dias 13 ao 20 do ciclo estral
(RAO et al, 1979), apresentando sensibilidade maxima no final da fase luteal
(BERARDINELLI & ADAIR, 1989; COLAZO et al., 2002). Portanto, a PGF2a néo ira
induzir a lutedlise nos primeiros cinco dias do ciclo estral, quando o CL estda em fase
inicial de desenvolvimento (THATCHER & CHENALT, 1976), embora apresentem RNAm
dos receptores para tal. Em adicdo, a inabilidade de resposta nesta fase também parece
ser devida a uma caréncia de expressao de outros mediadores que levam a esta lutedlise
(TSAI & WILTBANK, 1998; LEVY et al., 2000). Pate (1994) também comenta que esta
refratariedade até o dia cinco do ciclo estral pode nao ser atribuida a uma caréncia de
receptores a PGF2q, e sim pelo fato da PGF2a nao alcangar o CL inicial do ciclo estral,
porque o fluxo sanglineo, nesta fase, aumenta em dire¢gdo ao utero e diminui para o

ovario, em bovinos.

A caréncia de responsividade do CL inicial ndo é atribuida a uma deficiéncia de
receptores de alta afinidade a PGF2a (WILTBANK, SHIAO, GINTHER, 1995) e uma
possivel explicagdo para a auséncia da regressao de CLs iniciais apos a injecdo de
PGF2a seria a incompleta vascularizagdo do CL ou incompleta diferenciagdo dos
mecanismos degenerativos nas células luteais. Pode-se sugerir que o tipo de célula que
medeia as acbes luteoliticas da PGF2a, possivelmente o endotélio, pode ser nao
responsivo durante a fase luteal inicial Levy et al., (2000). Concordando com tais
afirmagdes, Meidan & Levy (2002) comentam em sua revisdo que a administracado da

PGF2a no dia 4 do ciclo estral nao é capaz de provocar a lutedlise, pois o CL inicial
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apresenta falha em aumentar a expressao do gene da ET-1 e seus receptores. Em
contraste, ambos os genes sao induzidos em CLs maduros, quando expostos a PGF2a.
Adicionalmente, a prostaglandina produzida pelas células luteais € de grande importancia
para a completa lutedlise. Esta € uma das suposigdes sobre o CL inicial ndo ser capaz de
sofrer lutedlise: ele ndo é capaz de expressar a PGHS-2 (prostaglandina G/H Synthase-2)
que sintetiza a prostaglandina nas grandes células luteinicas (TSAI & WILTBANK, 1997;
1998).

2.4. Prostaglandinas

As prostaglandinas sao substancias organicas extremamente potentes que
aparecem naturalmente numa grande variedade de tecidos e situagbes bioldgicas. Seu
nome surgiu quando Von Euler sup0s que eram substancias originadas na prostata,
portanto prostaglandinas. Alguns anos mais tarde, Eliasson provou que quase todas as
prostaglandinas seminais eram originadas nas vesiculas seminais e ndo na prostata. Mas
0 nome prostaglandina permaneceu. PGFs sao substancias quimicas derivadas do acido
prostandico que é um acido graxo hidroxilado, de 20 atomos de carbono com um nucleo
ciclopentano, sendo divididas de acordo com sua estrutura e fungéo e produzindo efeitos
bioldgicos diferentes. Existem 4 grandes grupos: A, B, E, F. Segundo Hafez & Hafez,
(2004), as mais bem descritas e provavelmente as mais extensas sédo as derivadas do
acido araquidénico, um acido graxo essencial precursor das séries E, potentes bronco-
dilatadores, e as séries F, potentes bronco-constritores. As prostaglandinas possuem um
campo de atividade bastante grande, mas seu efeito fisiolégico predominante é provocar
contracbes e relaxamento dos musculos lisos em diversos 6rgéos. Para a medicina
veterinaria, a propriedade mais importante é a capacidade de algumas prostaglandinas
da série F provocarem a regressdo morfolégica do corpo luteo. Sua fungdo principal na
reproducdo é provocar a regressdo do CL, através do processo de lutedlise (TSAI &
WILTBANK, 1997). Portanto, pode-se dizer que a PGF2a é responsavel pelo tempo de
vida do CL (SPINOSA, GORNIAK, BERNARDI, 1997), causando sua regressdo
morfolégica e funcional (KOTWICA, BOGACKI, REKAWIECKI, 2002), sendo que a

regressao funcional precede a regressao morfolégica (VIANA et al., 1999). Em
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ruminantes domésticos, somente uma pequena quantidade da PGF2a uterina alcanga o
ovario, por difusdo da veia uterina para a artéria ovariana (mecanismo denominado de
contra corrente), com mais de 95% da PGF2a sendo metabolizada a componentes
inativados como a 15-ceto-13, 14-diidroprostaglandina F2alpha, por uma uUnica passagem
pelos pulmbes (FERREIRA & VANE, 1967). Na década de setenta, varios compostos
analogos a PGF2a natural foram sintetizados, como o cloprostenol ou racemato — DL —
cloprostenol (COOPER e FURR, 1974). Mais recentemente foi apresentado o D-
cloprostenol, que € bastante ativo e potente em doses mais reduzidas, além de reduzir os
efeitos secundarios, quando administrados por via intramuscular. Um pulso inicial de
prostaglandina, mesmo sendo de baixa magnitude, pode potencialmente iniciar os
mecanismos para que as grandes células Iluteinicas produzam consideraveis
concentracoes locais de PGF2a (TSAI & WILTBANK, 1997). Isto pode explicar porque
uma pequena quantidade de PGF2a uterina é capaz de iniciar a regressao luteal. O D-
Cloprostenol é um liquido altamente viscoso de coloragdo marrom, parcialmente soluvel

em agua e soluvel em solventes organicos. Possui vida média de 1 hora e 37 minutos.

2.5 Sincronizacao

A sincronizagao do estro em bovinos através da aplicagdo de agentes luteoliticos,
como prostaglandina F2a (PGF2a) ou seus analogos, tem sido amplamente utilizada em
programas reprodutivos e de transferéncia de embribes (COSTA, HENRY, WHITHE,
2000). Os agentes luteoliticos causam lise do corpo luteo, levando a manifestagao de
estro. De acordo com (FERNANDES, TORRES, COSTA, 1994), é um método pratico e
de menor custo quando comparado a outros métodos de sincronizacéo e que apresentam
indices de fertilidade comparados ao natural, desde que n&o haja interferéncias de outros
fatores, como condigado corporal, nutricdo, entre outros. Contudo, a eficiéncia da
sincronizacdo pode ser uma das limitacbes deste procedimento, principalmente em
programas que utilizam a sincronizagdo em larga escala, se ndo houver observagao
prévia dos cios. A aplicagdo de PGF2a ou seus analogos, de acordo com Gregory &
Rodrigues (1982), deve ser utilizada durante a fase luteal. (ELVING, BRAND, BOIS,

1975) dizem existir uma relagdo direta da intensidade de cio apds o tratamento com
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PGF2a e dia do ciclo estral quando da medicacdo. Em bovinos de racas européias, a
administracdo de PGF2a tem induzido elevadas taxas de manifestacdo de estro, 70 a
90% segundo Tanabe & Hann, (1984); no entanto, em Bos indicus geralmente n&o sao
observadas essas taxas. Para melhorar a eficiéncia de sincronizagao do cio com PGF2q,
foram desenvolvidos protocolos com duas aplicagbes seqlienciais, intervaladas de 11 a
14 dias (JACKSON et al., 1979; MADUREIRA & BARUFI, 2000). Outro sistema proposto
€ a observacao de estro por 5 dias, com aplicagdo de PGF2a no dia 6, para evitar tratar
animais com CL ndo responsivo ao tratamento (STEVENSON, KOBAYASHI,
THOMPSON, 1999). Madureira & Barufi. (2000) propdéem que se observem as fémeas
por 5 dias, aplicando entdao a PGF2a. Devera ocorrer uma concentracdo de estros nos 5
dias subseqlientes a aplicacdo do produto. Para o sucesso deste esquema, as fémeas
devem estar ciclando e devera haver uma boa observagao de cio. Outro esquema
proposto por Madureira & Barufi. (2000) consiste em introduzir touros junto as fémeas por
um periodo de 5 dias e aplicar PGF2a em todas as fémeas no quinto dia, independente
de terem sido cobertas ou ndo. Estas irdo se encontrar no metaestro quando da
aplicacdo da PGF2a e ndo estarao sujeitas a lutedlise, e poderao entrar normalmente em
gestacdo. Entdo se retira o touro se for praticar a inseminagéo artificial, uma vez que
devera ocorrer uma concentragcao de estros apds o tratamento. Outro esquema seria
detectar, por palpagao retal ou ultra-sonografia a presenga de CL, ai entdo aplicar-se a
PGF2a ,somente nestas fémeas. Entretanto, o CL pode ser erroneamente diagnosticado,

por palpacéo retal, em cerca de 20% dos casos.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Local do experimento e animais

O experimento foi realizado na fazenda Agua Limpa, no municipio de Fama, no sul de
Minas Gerais, no periodo de novembro de 2004 a janeiro de 2005. Foram utilizadas 288
novilhas mestigas, com peso corporal superior a 350 kg. Estes animais foram avaliados
anteriormente, por palpacao retal e vaginoscopia, visando-se a detec¢do de alguma
anomalia que pudesse prejudicar a fertilidade. Os animais foram observados em estro
natural e classificados para o experimento de acordo com o dia do cio. Foram realizadas
288 aplicagdes de D-cloprostenol sddico’, visando a sincronizacdo de estro em novilhas,
utilizadas como receptoras num programa de transferéncia de embrides. Para tais
aplicagdes, foram utilizadas agulhas e seringas descartaveis. O local de escolha para

aplicagao foi a regiao glutea, pela via intramuscular.

3.2. Tratamentos

Os animais foram selecionados de acordo com o dia do ciclo estral (entre 06° e
17° dia) e distribuidos em 4 grupos, devidamente identificados através de brinco numérico
na orelha. O grupo A correspondeu aos animais que estavam no dia da aplicagédo do dia
6 ao 8 do diestro, considerando dia 0 como o estro. O grupo B correspondeu as novilhas
que estavam do dia 9 ao 11 do diestro. O grupo C correspondeu a novilhas que estavam
do dia 12 ao 14 do diestro e o grupo D as novilhas do dia 15 ao 17 do diestro. Todos os
grupos foram subdivididos em dois: alguns animais receberam 75 ug (1ML) de D-
cloprostenol sodico via intramuscular e o restante do grupo recebeu 150 ug (2ML) de D-
cloprostenol sédico, também aplicado via intramuscular. Apds tratamento, os animais
foram mantidos em pasto de Brachiaria decubens, apenas com suplementagao com sal e

mineral comercial. Um rufido foi preparado pela técnica de aderéncia do pénis na
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proporgao 1:40. As novilhas foram submetidas a 3 observagdes diarias de estro durante
30 minutos na presenga de rufides. Considerou-se o reflexo de imobilidade como
indicativo do estro. Somente foram considerados os animais que manifestaram estro até

96 horas ap6s aplicacao.

3.3. Analise estatistica

Apos toda a fase experimental, os dados foram tabulados em planilhas eletrénicas
e posteriormente dispostos para as analises estatisticas usando-se o programa SAEG -
Sistema para Andlises Estatisticas e Genéticas (EUCLIDES, 1982). A eficiéncia dos
tratamentos foi avaliada pelo Teste Qui-Quadrado. O tempo de intervalo da aplicagao do

luteolitico ao estro foi comparado pelo teste de Tuckey (ZAR, 1984).

! Lab. Biogenesis
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos no presente estudo demonstram que, considerando-se os animais
nos diferentes dias do ciclo estral, a dose de 150ug (2ml) apresentou eficiéncia superior a
de 75ug (1ml) (P<0,01), conforme a Tabela 1. Tais resultados diferem dos encontrados
por (ALVAREZ et al. (1991); NOVAES, VALE FILHO, CARVALHO, 1991), os quais nao
observaram diferencas estatisticamente significante entre doses. Tais resultados podem
ter ocorrido porque estes autores nao distinguiram os animais de acordo com o dia do

ciclo estral.

TABELA 1: Eficiéncia de diferentes doses de D-cloprostenol em fémeas bovinas no
periodo sensivel do ciclo estral.

Tratamento Numero de Observadas Eficiéncia (%)
(D-cloprostenol) aplicacdes em cio 0
1ML (75u9) 91 46 50,552

2ML (150pg) 197 152 77,15°

Médias seguidas por letras diferentes na coluna diferem a 1% de probabilidade (x?)

A diferenca observada pode estar relacionada a maior saturagao e ativacdo dos
receptores quando se usou dose superior. A PGF2a atuou primeiramente através dos
receptores especificos presentes na membrana plasmatica das grandes células
luteinicas, causando regressdo luteal, onde o RNAm destes receptores foi altamente
expressado e acumulado nas grandes células em estagios nao especificos do ciclo estral
(SAKAMOTO et al., 1995). Para a dose de 75ug (Figura1), ndo houve diferengcas de
eficiéncia nos diferentes grupos, ou seja, dias do ciclo estral. Embora os valores

absolutos possam ser aparentemente diferentes, ndo foram notadas diferencas
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significativas (P<0,05), provavelmente pelo numero reduzido de animais no grupo de
75ug.

. 56,67 57,14

551
50+

_ ] 454
% de animais

em Estro

40 36,36
35+
30+
251

20+
6a8 9all 12a14 15a17

Dias do ciclo estral

FIGURA 2 - Eficiéncia média de 75ug de D-cloprostenol para sincronizagdo de estro em bovinos
de acordo com o dia do ciclo estral (P>0,05).

Para animais que receberam 150ug (2ML) (Figura 2), também né&o foram notadas
diferengas nos grupos constituidos por animais nos diferentes dias do ciclo. Esta dose

apresentou resultados mais constantes que a de 75ug (1ML).
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FIGURA 3 - Eficiéncia média de 150ug de D-cloprostenol para sincronizagéo de estro em bovinos
de acordo com o dia do ciclo estral (P>0,05).
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FIGURA 4 - Eficiéncia do D-cloprostenol para sincronizagédo de estro em bovinos nos diferentes
dias do ciclo estral.

A responsividade do corpo luteo a PGF2a aumentou com o tempo (RAO et
al.,1979), apresentando sensibilidade maxima no final da fase luteal (BERARDINELLI &
ADAIR, 1989; COLAZO et al., 2002). Situagao semelhante foi observada no presente
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estudo, onde a partir do 11° dia do ciclo a sensibilidade ao analogo da PGF2a utilizado foi

mais eficiente.

TABELA 2: Eficiéncia de duas doses de D-cloprostenol para sincronizagao de estro para
animais entre os dias 06 e 08 do ciclo estral.

Tratamento Numero de Observadas Eficiéncia (%)
(D-cloprostenol) aplicacdes em cio °

1ML (75ug) 22 8 36,36°

2ML (150pg) 42 28 66,67°

Médias seguidas por letras diferentes na coluna diferem a 5% de probabilidade (x°)

TABELA 3: Eficiéncia de duas doses de D-cloprostenol para sincronizagao de estro para
animais entre os dias 09 e 11 do ciclo estral.

Tratamento Numero de Observadas Eficiéncia (%)
(D-cloprostenol) aplicacdes em cio 0
1ML (75ug9) 30 17 56,67°

2ML (150ng) 51 40 78,43°

Médias seguidas por letras diferentes na coluna diferem a 5% de probabilidade (x?)

No inicio do ciclo estral, ou seja, animais entre o 6° ao 11° dia do ciclo, a dose de
2 ML foi mais eficiente (Tabela 2 e 3). Isto ocorreu porque o CL estava na fase inicial de
desenvolvimento (THATCHER & CHENAULT, 1976), além da caréncia de receptores em
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quantidades suficientes, sendo que estes iriam aumentando com o desenvolvimento do
corpo luteo (RAO et al., 1979), e da pouca expressédo nesta fase de outros mediadores
que levariam a lutedlise (TSAI & WILTBANK, 1998; LEVY et al., 2000). Nas espécies
domésticas e primatas, a regresséo do CL ativaria o desenvolvimento de um novo foliculo
pré-ovulatorio. Durante os estagios iniciais do ciclo, que s&o caracterizados por uma
massiva neovascularizagdo, o CL foi refratario a uma unica aplicagcdo de PGF2a.
Somente nos dias 5 ao 16 apds o estro, a PGF2a exégena pode causar regressao do CL
bovino (TSAlI & WILTBANK, 1997). Outros pesquisadores, como Momont (1992),
relataram que a PGF2a (cloprostenol) somente seria efetiva a partir do dia sete do ciclo.
Pode também estar relacionado, segundo Levy et al. (2000), a uma incompleta
vascularizagdo do CL ou incompleta diferenciacdo dos mecanismos degenerativos nas
células luteais. A regressao luteal causada pela PGF2a apresentou primariamente sua
acao através dos receptores especificos presentes na membrana plasmatica das grandes
células luteinicas (SAKAMOTO et al., 1995), onde o RNAm destes receptores de PGF2a
foi altamente expresso e acumulado nas grandes células em estagios ndo especificos do
ciclo estral (SAKAMOTO et al., 1994; SAKAMOTO et al., 1995; WILTBANK, SHIAO,
GINTHER, 1995 e TSAl & WILTBANK, 1998). Pate (1994) comentou que esta
refratariedade pode ocorrer porque o fluxo sanguineo, nesta fase, aumenta em direcao
ao utero e reduz para o sentido do ovario, em bovinos. Finalmente, existe a suposi¢ao de
que o CL inicial ndo foi capaz de sintetizar a prostaglandina nas grandes células
luteinicas, por ndo expressar a prostaglandina G/H synthase2 (PGHS2), conforme Tsai &
Wiltbank (1997).

TABELA 4: Eficiéncia de duas doses de D-cloprostenol para sincronizagao de estro para
animais entre os dias 12 e 14 do ciclo estral.

Tratamento Numero de Observadas Eficiéncia (%)

(D-cloprostenol) aplicacdes em cio °
75ug 25 13 52,00°
150ug 53 39 73,58

Médias seguidas por letras diferentes na coluna diferem a 5% de probabilidade (x?)

Nas fases mais adiantadas do ciclo, onde a quantidade de receptores para PGF

foi maxima, nado foram observadas diferencgas significativas entre as duas doses (Tabelas
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4 e 5), concordando com Tanabe & Hann, (1984) e Etherington et al. (1986), que
relataram que os CLs em fases medianas e tardias responderam melhor a sincronizacao
do que animais em fase luteal inicial. O outro ponto importante foi a presenga de
receptores especificos na membrana plasmatica das grandes células luteinicas
(SAKAMOTO et al.1995). O que concorda com Rao et al. (1979) e Colazo et al. (2002),
que relataram o aumento da responsividade do CL a PGF2a com o tempo, dos dias 13 ao
20 do ciclo estral, apresentando sensibilidade maxima no final da fase luteal. O periodo
de resposta a prostaglandina em diferentes dias do ciclo estral foi dependente do estagio
no qual se encontrava o foliculo dominante (KASTELIC, KNOPF, GINTHER, 1990). Os
achados ou afirmagdes dos autores citados foram semelhantes aos encontradas em

relagdo as doses neste experimento.

TABELA 5: Eficiéncia de duas doses de D-cloprostenol para sincronizagao de estro para

animais entre os dias 15 e 17 do ciclo estral.

Tratamento Numero de Observadas Eficiéncia (%)

(D-cloprostenol) aplicacdes em cio °
75ug 14 08 52,00°
150ug 51 45 73,58

Médias seguidas por letras diferentes na coluna diferem a 5% de probabilidade (x?)

TABELA 6: Intervalo aplicagdo do D-cloprostenol ao inicio do cio de acordo com o dia do

ciclo estral.
Tratamento NUmero de Intervalo médio
(D-cloprostenol) aplicacdes (horas)
6a8 64 58,00+17,57°
9a11 81 73,43+18,33"
12a 14 78 79,06+18,15°
15a 17 65 75,23+17,15°

Médias seguidas por letras diferentes na coluna diferem a 5% de probabilidade (teste de Tuckey)
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Com os resultados da tabela 06, pode-se demonstrar que os animais do grupo
que estavam do dia 6 ao 8 do diestro, provavelmente estavam no final da primeira onda,
com a lutedlise induzida, o foliculo dominante em melhor condigdo de desenvolvimento
pode ovular rapidamente, dai o menor intervalo médio de resposta a aplicagao do D-
cloprostenol (P<0,05). ADAMS (1994) relatou a existéncia de uma consideravel variagao
do intervalo tratamento ao estro e ovulagéo, o que foi atribuido ao status da onda folicular
no momento do tratamento, ou seja, a populagao folicular e estagio de desenvolvimento
dos foliculos (MACMILLAN & HANDERSON, 1983). O grupo do dia 9 a 11 do ciclo estaria
no final da primeira onda ou inicio da segunda, com os foliculos iniciando seu
desenvolvimento, resultando em um maior intervalo médio aplicacdo resposta, em
relagdo ao grupo anterior. Aqueles do dia 12 a 14 do ciclo poderiam estar na segunda
onda, com os foliculos ainda em desenvolvimento. O dia do ciclo estral em que o animal
se encontrava ao receber a PGF2a incluiu-se entre os varios fatores capazes de
influenciar o intervalo entre aplicagdo do luteolitico ao estro. O grupo de 15 a 17
provavelmente estaria no meio da segunda onda ou no inicio da terceira dai o maior

intervalo aplicagao ao estro.

5. CONCLUSOES
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Os animais na fase final do diestro, entre os dias 12° e 17°, respondem de
forma semelhante, independente das doses, podendo-se utilizar a menor

dose.

A fase em que se encontra a onda de desenvolvimento folicular no momento

da aplicagao pode afetar o intervalo aplicagédo- estro.
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