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Perfil Hormonal de Progesterona durante o Ciclo Estral em Novilhas Nelore
Confinadas com Diferentes Ondas de Crescimento Folicular

Luciene Lomas Santiago1, Ciro Alexandre Alves Torres?2, Luiz Fernando Uribe-VeIésquez3,
Paulo Roberto Cecon?, Eduardo Terra Nogueira®

RESUMO - Efetuaram-se coletas diarias de sangue, de 16 novilhas Nelore confinadas, para anélise de progesterona plasmatica pelo
método de radioimunoensaio (RIA). Os dias analisados para progesterona foram o dia zero (estro) e a cada trés dias até o dia -1 e o dia
zero. Os animais foram divididos em dois grupos: 1) com ciclo estral de 21 dias aproximadamente (novilhas que apresentaram duas e trés
ondas de crescimento folicular) e 2) com ciclo estral superior a 25 dias (novilhas com quatro ondas de crescimento folicular). As
concentracdes médias de progesterona plasmatica dos animais durante o ciclo estral diferiram entre os dois grupos, sendo superiores (4,27
ng/mL) para os ciclos de maior duragdo. A concentragdo média de progesterona no ciclo de aproximadamente 21 dias foi de 2,54 ng/mL.
Os resultados sugerem que as novilhas que apresentam maior duragéo do ciclo estral necessitam de tempo adicional para que seus foliculos
cheguem ao estadio pré-ovulatorio, havendo, dessa maneira, prolongamento e aumento da secreg@o de progesterona.
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Plasma Progesterone Level during the Estrous Cycle in Nelore Heifers Confined with
Two, Three and Four Waves of Follicular Growth

ABSTRACT - Blood were collected daily from 16 Nelore heifers confined, for radioimmunoassay (RIA).analyses of progesterone
The plasma progesterone assay were at day zero (estrus) and at each three days until the -1 and the day zero.again The animals were
divided in two groups: 1) with regular estrous cycle of 21 days (heifers with two and three follicular growth waves) and 2) with
prolonged estrous cycle, greater than 25 days (heifers with four follicular growth waves). The mean plasma progesterone level from
the animals during the estrous cycle differed between the two groups, being greater (4,27 ng/mL) for the extended cycles.(above 25
days; 4,27 ng/mL) than for the regular estrous cycle (21 days; 2,54 ng/mL). Results suggest that those heifers which showed an extended
estrous cycles, needs an additional time for the follicles to each the pre-ovulatory stadium, resulting in prolonged and increased
progesterone secretion.
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Introducao

O gado Zebu (Bos taurus indicus) ¢ predomi-
nante no Brasil e em outras regides tropicais e
subtropicais, sendo representado em sua maioria
pela raca Nelore. Os zebuinos, geralmente, tém
menor potencial para producao de leite e carne e
menor fertilidade que o gado europeu, havendo
escassez de informacdo sobre a fisiologia
reprodutiva dos mesmos (FIGUEIREDO et al.,
1997). Menor corpo lateo e menores concentra-
¢cOes periféricas de progesterona tém sido relata-
dos em Bos taurus indicus (Randel, 1984, citado
por CAVALIERI et al., 1997).

O numero de ondas em um ciclo é determinado

pelo momento da regressdo luteal, sendo que a
progesterona apresenta efeitos inibitorios sobre o
crescimento folicular. Animais que exibem duas
ondas de desenvolvimento folicular apresentam o
ciclo estral e a fase luteal mais curtos (FORTUNE
et al., 1991). Adicionalmente, a persisténcia do
corpo luteo (CL) aumenta com o nimero de foliculos
dominantes por intervalo, como ocorreu com a dura-
c¢do da secrecdo de progesterona durante a fase
luteal, segundo ADAMS et al. (1992) e
SUNDERLAND et al. (1994).

Na fase luteal, quando a progesterona varia de 5
a 8 ng/mL, a freqiiéncia dos pulsos de LH ¢ baixa e
o recrutamento de foliculos desenvolve e regride
subseqiiencialmente. Quando concentragdes perifé-

1 Doutoranda em Zootecnia - Departamento de Zootecnia - UFV. CEP: 36571-000. E.mail: luciene@alunos.ufv.br

2 Professor Titular - Departamento de Zootecnia — UFV. CEP: 36571-000. E.mail: ctorres@mail.ufv.br

3 Pos-doutorando em - UNESP- Botucatu. R. Darwin de Amaral Viegas, 63, apto 3. CEP: 18607-680. Botucatu - SP. E.mail: Ifuribe@zaz.com.br
4 Professor Adjunto IV - Departamento de Informatica - UFV. CEP: 36571-000. E.mail: cecon@dpi.ufv.br

5Doutorando em Zootecnia — Departamento de Zootecnia - UFV. CEP: 36571-000. E.mail: nogueira@alunos.ufv.br



2018 SANTIAGO et al.

ricas de progesterona sdo mantidas em 1 a 2 ng/mL,
a freqiiéncia dos pulsos aumenta e o maior foliculo é
mantido. O restabelecimento da progesterona ao
valor normal na fase luteal reduz a freqiiéncia dos
pulsos de LH e resulta em regressdo do maior foliculo
(SPICER ¢ ECHTERNKAMP, 1986; GUILHER-
ME, 1988; DUCHENS et al., 1994; MILVAE et al.,
1996; TAFT et al., 1996; OLIVEIRA, 1997).

Segundo FIGUEIREDO et al. (1997), o nimero
de ondas foliculares ndo influencia a concentragao
plasmatica de progesterona em vacas ¢ novilhas
Nelore, apresentando duas ou trés ondas de cresci-
mento folicular. RHODES et al. (1995) n3o encon-
traram diferencas nas concentragdes diarias de
progesterona plasmatica emnovilhas Brahman, quando
ciclos estrais com diferentes nimeros de foliculos
dominantes foram comparados. Entretanto, de acordo
com FORTUNE et al. (1991), mudangas sutis no
perfil endécrino podem mudar dramaticamente o
tempo das ondas foliculares e prolongar o periodo de
dominancia, levando ao prolongamento da fase luteal
e desenvolvimento adicional de ondas foliculares
emnovilhas.

O objetivo deste trabalho foi tragar o perfil
plasmatico de progesterona durante um ciclo estral,
em novilhas Nelore confinadas que apresentaram
diferentes nimeros de ondas foliculares.

Material e Métodos

Vinte novilhas Nelore de rebanho comercial, cri-
adas a pasto, com idade média de 2,4 anos (2,0-2,9
anos) e peso médio de 335 kg (300-370 kg), foram
selecionadas para o estudo de dindmica folicular, no
periodo de margo a agosto de 1998. Os critérios de
selecdo utilizados foram a presenca de corpo luteo
palpavel e o diagnostico de gestagdo negativo.

O experimento foi conduzido no galpdo experi-
mental do Departamento de Zootecnia da Universi-
dade Federal de Vigosa, sendo as novilhas instaladas
em quatro currais cimentados, com fornecimento de
feno de coastcross (quantidade média consumida =
10 kg/animal) e ragdo com 18% de proteina bruta
(quantidade média consumida = 2,5 kg/animal) nos
cochos, com dgua e suplemento mineral ad libitum.

Os animais foram vermifugados com ivermectina,
vacinados contra leptospirose na primeira semana ¢
submetidos, durante um més, ao manejo de conten-
¢do em tronco, para adaptacdo, por serem criados a
campo e pouco manejados. Durante esse periodo,
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além da alimentagdo, os animais foram observados
duas vezes ao dia durante meia hora, as 6h30 e 18h30,
para detecgdo do estro. Junto as novilhas ficou um
rufido, para facilitar a manifestagdo e a deteccdo do
estro. Quatro animais nao manifestaram sinais de
estro e foram excluidos do experimento.

A ultra-sonografia ovariana didria para acompa-
nhamento da dindmica folicular iniciou a partir do
segundo estro observado. Os exames ultra-
sonograficos foram realizados pela via transretal,
durante um ciclo estral normal, utilizando o aparelho
ALOKA, modelo SSD-500, acoplado a um transdutor
linear de 5 MHz. A ultra-sonografia do ciclo estral foi
acompanhada da ovulag@o no segundo estro observado
até a ovulacdo seguinte. As estruturas puderam ser
visualizadas via monitor de tela, no qual foi possivel
estabelecer as delimitagdes para mensuragcdo das
mesmas. Registraram-se o didmetro dos quatro maio-
res foliculos (=3mm), o nimero de foliculos pequenos
(<3mm) em cada ovario, a presenca ¢ localiza¢do do
corpo luteo, o dia do ciclo e a data de observagao do
sinal de estro.

Durante a realiza¢ao do exame retal com auxilio
do ultra-som nos animais, iniciou-se a coleta diaria de
sangue, para posterior analise de progesterona, a qual
foi feita antes de se realizar o exame ultra-sonografico
em cada animal. Considerou-se o dia do estro como
dia zero para a determinagio do perfil de progesterona.

O sangue foi coletado da veia ou artéria coccigea
com tubos de vacutainer contendo heparina, mantido
em gelo até o término da coleta de todos os animais.
Apos quatro horas, realizou-se a centrifugacdo a
3000 rpm durante 15 minutos para separagdo do
plasma. As amostras foram colocadas em tubetes
plésticos devidamente identificados com o nimero da
novilha e o dia do ciclo e do més em que o animal se
encontrava e armazenadas em freezer (-20°C) até o
transporte para a analise, quando foi acondicionado
em isopor com gelo. As analises realizaram-se na
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia -
UNESP - Botucatu, nos laboratorios de Reprodugéao
e Radiologia, pelo método de radioimunoensaio (RIA),
com a utilizacdo de kits comerciais (DPC Medlab),
em fase so6lida. Analisaram-se 158 amostras de
progesterona (P4); com "pool" (10% do total de
amostras formaram o "pool" e destes retirou-se uma
aliquota para analise), em duplicata, realizado no
inicio e no final da analise, € a cada dez amostras
fez-se nova duplicata. Nos dias em que os valores
estavam muito baixos (estro), repetiu-se a analise de
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P4 para confirmagdo dos valores obtidos. Os dias
escolhidos para ser analisados constavam o dia zero
(estro) e a cada trés dias até o estro do ciclo seguinte.
O numero de amostras de cada novilha variou confor-
me o tamanho do ciclo estral do animal.

O coeficiente de variagdo intra-ensaio para a
progesterona baixa foide 13,85% e para progesterona
alta, de 4,05%. Nao houve coeficiente de variacdo
interensaio, sendo todas as amostras analisadas em
um unico ensaio.

Os animais foram divididos em dois grupos para
a analise estatistica, um formado por aqueles com
ciclo estral de 21 dias aproximadamente (com duas
ou trés ondas de crescimento folicular; n=12) e outro
com os que apresentaram ciclo estral superior a 25
dias (animais com quatro ondas de crescimento
folicular; n = 4).

Na analise estatistica utilizou-se o programa
SAEG 7.0, aplicando analises de varidncia e regressao,
a fim de se determinar a concentragdo plasmatica de
progesterona, tendo como fonte de variagdo os peri-
odos de coleta.

Resultados e Discussao

A concentracdo média de progesterona durante o
ciclo estral diferiu entre os animais dos dois grupos,
sendo superior (4,27 ng/mL) para os ciclos de maior
duracdo. A concentracdo média de progesterona no
ciclo de aproximadamente 21 dias foi de 2,54 ng/mL.

Analisando-se as Figuras 1 e 2, constata-se dife-
renga nas concentracdes médias de progesterona
plasmatica, quando ciclos estrais com diferentes nu-
meros de foliculos dominantes (2, 3 e 4 foliculos
dominantes), em ciclos com 21 e mais de 25 dias,
foram comparados, ndo havendo diferenga para ci-
clos com duas e trés ondas, sendo que ambas diferi-
ram do ciclo com quatro ondas de crescimento
folicular. O mesmo foi observado por RHODES et al.
(1995) e FIGUEIREDO et al. (1997) com relacao aos
ciclos com duas e trés ondas. Apesar destes autores
terem observado ciclos com quatro foliculos domi-
nantes, ndo se mensurou a concentracao plasmatica
de progesterona destes animais.

Por néo ter havido, provavelmente, secregdo de
prostaglandina endometrial, principalmente, para lisar
o corpo lateo, segundo SUNDERLAND et al. (1994),
nem liberagdo do pico de LH para que ocorresse a
ovulagdo, houve secre¢do prolongada de progesterona
pelo corpo luteo, levando a um prolongamento no
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ciclo estral dos animais com quatro ondas de cresci-
mento folicular. O foliculo dominante em estadio pré-
ovulatdrio, sob baixa freqiiéncia dos pulsos de LH,
entra em atresia (MILVAE et al., 1996; TAFT et al.,
1996; OLIVEIRA, 1997) e um tempo adicional ¢
requerido para que nova onda folicular possa emergir
e um foliculo dominante cresca até o estadio pré-
ovulatério (OLIVEIRA, 1997), aumentado assim o
numero de dias e de ondas foliculares por ciclo estral
e a secregdo de progesterona pelo corpo luteo. Estes
resultados diferem dos observados por RHODES et
al. (1995), que ndo verificaram prolongamento do
ciclo estral naqueles animais em que quatro foliculos
dominantes se desenvolveram.

Asequagdes das Figuras 1 e 2 subestimam o valor
de P4 no dia zero.

A concentracdo da progesterona plasmaética foi
baixanos ciclos estrais normais e longos (respectiva-
mente, -0,28 ¢ -0,19 ng/mL), durante o estro. Isto se
deveu, provavelmente, a secrecdo de PGF2a pelas
c¢lulas endometriais, que causou a luteolise, levando
a queda nas concentragdes de progesterona, que
comecou se elevar a partir do terceiro dia. No ciclo
normal (21 dias), a progesterona atingiu valores ma-
ximos de 4,42 ng/mL, no dia 12, enquanto no ciclo
longo (acima de 25 dias) a concentragdo maxima foi
de 7,19 ng/mL, no dia 18 apds o estro. Os baixos
niveis de progesterona foram devidos, provavelmen-
te, a secre¢do de estrogeno pelo foliculo pré-
ovulatério, o qual age nas células endometriais, esti-
mulando o aumento de receptores para a ocitocina,

Y=-0,2877+0,3574D+0,0329D2-0,0025D3R2= 0,86 (p<0,01)
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Figura 1 - Concentragdo plasmatica de progesterona em
novilhas Nelore, em fungdo dos dias do ciclo
estral normal (21 dias).

Figure 1 - Plasma progesterone level in Nelore heifers, related to
the days of regular estrous cycle (21 days).
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Figura 2 - Concentragdo plasmatica de progesterona em
novilhas Nelore, em fungédo dos dias do ciclo
estral longo (acima de 25 dias).

Figure 2 - Plasma progesterone level in Nelore heifers related to
the days of the prolonged estrous cycle (greater than
25 days).

que, por sua vez, estimula a sintese e secregdo de
PGF2a, hormdnio responsavel pela luteodlise e conse-
qliente queda nos niveis circulantes de progesterona
a niveis basais (< 1,0 ng/mL). Estes achados foram
observados, neste experimento, no dia -1 (dia anteri-
or) do préximo estro, corroborando os resultados
encontrados por SPICER ¢ ECHTERNKAMP
(1986), GUILHERME (1988), DUCHENS et al.
(1994) e SUNDERLAND et al. (1994).

WISE et al. (1982) encontraram valores superi-
ores para progesterona sistémica em gado europeu,
a qual se apresentou elevada durante a fase luteal e
declinou no final do ciclo estral.

Conclusoes

Ciclos estrais de maior duragéo (acima de 25
dias) com quatro ondas de crescimento folicular
apresentaram concentracdes mais elevadas de
progesterona plasmatica, durante maior periodo, ha-
vendo variagdes em fungao do dia do ciclo estral.
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