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1. INTRODUÇÃO 
O grande avanço obtido na área de biotecnologia da reprodução tem permitido o desenvolvimento de biotécnicas que aumentam a eficiência reprodutiva e o ganho genético em rebanhos bovinos, bem como, permitem o estudo e aperfeiçoamento de técnicas de reprodução assistida. Entretanto, os protocolos e métodos utilizados ainda requerem aperfeiçoamentos [1].

É neste âmbito que a técnica de punção folicular (PF) guiada por ultra-som possibilita maximizar o aproveitamento de ovócitos que fisiologicamente sofreriam atresia, mas possuem potencial de produção de embriões in vitro [2].

Apesar dos progressos obtidos nesta área, a eficiência da produção de embriões transferíveis, oriundos de fertilização in vitro (FIV) ainda é baixa [3]. Existem fortes indicações de que este fato esteja mais relacionado com a qualidade dos ovócitos do que com as condições de fertilização e cultivo in vitro [4] e/ou devido ao método de maturação in vitro dos ovócitos coletados [5]. 

Pouco se sabe sobre as influências endócrinas ou igualmente da dependência do crescimento de pequenos folículos antrais a despeito do fato que ocorrem mudanças neste momento de comprometimento da subseqüente função folicular ou ovocitária [6].

O LH possui características de realizar mudanças na estrutura do folículo e ovócito sendo o principal responsável pelo crescimento folicular final pré-ovulação. O mecanismo que aparentemente está associado com divergência folicular é a indução de receptores de LH na granulosa, um incremento no estradiol circulante e uma diminuição plasmática de FSH, ou seja, o momento em que há maior divergência folicular é o momento em que os pulsos de LH começam a aumentar. É evidente que o folículo dominante exerce um efeito inibitório direto no desenvolvimento de folículos subordinados em vacas e ovelhas [7, 8, 9, 10] causando sua atresia [11].

Ainda são necessários estudos sobre os fatores de desenvolvimento folicular e sobre a interação dos hormônios da reprodução com o desenvolvimento e qualidade dos ovócitos foliculares. O objetivo deste estudo é avaliar alternativas para reduzir a taxa de atresia folicular para que aumente o aproveitamento e/ou maximize o uso de técnicas como a PF, aumentando as taxas de recuperação ovocitária, a partir da diminuição e/ou abolição dos pulsos de LH através da administração de progesterona (P4) exógena, associado com o intervalo entre as punções de 4 dias.

2. MATERIAIS E MÉTODOS

Para a realização deste experimento foram utilizadas 15 vacas mestiças (bos taurus x bos indicus), com condição corporal (CC) entre 3 e 3,5, em regime de pastagem (Brachiaria brizanta) recebendo suplementação mineral. Todas as vacas receberam um CIDR por 8 dias antes do início do experimento. Dois dias antes da retirada dos dispositivos todas vacas receberam 0,150 mg de D-cloprostenol, um análogo de prostaglandina. No momento da retirada dos CIDRs todas vacas foram submetidas à PF, para haver a padronização do crescimento folicular entre os grupos. Os folículos foram caracterizados baseado no seu diâmetro como, pequenos (3–5 mm), médios (6–9 mm) e grandes (≥10 mm). Após a 1° PF as vacas foram divididas aleatoriamente em 3 grupos distintos, de forma que seus ovários foram avaliados por ultrasonografia e puncionados a cada 4 dias, totalizando 6 sessões de PF. Os grupos 1 e 2 tiveram suas trocas de CIDR a cada 8 dias, no intervalo entre 2 punções, coincidindo com a aplicação de prostaglandina, 0,150 mg de D-cloprostenol, nos três grupos. 

Grupo 1: Receberam 1 CIDR usado, para obtenção de baixos níveis de progesterona sérica, como este grupo já estava a 8 dias com um dispositivo, permaneceu com o mesmo CIDR por mais 8 dias. As outras 2 trocas de CIDR foram feitas utilizando os dispositivos que foram utilizados pelas outras vacas no início dos tratamentos. 

Grupo 2: Após a retirada do CIDR, as vacas receberam 2 dispositivos, para obtenção de altos níveis de progesterona. 

Grupo 3: Estes animais não foram submetidos à tratamentos com progesterona.

Os resultados foram analisados no programa estatístico,SAS®[12], através do teste de Duncan.

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO

Os resultados demonstram que houve um aumento na média de folículos pequenos, com diâmetro de até 5 mm, nos grupos 1 e 2 em relação ao grupo 3 , 9,44, para os grupos 1 e 2 e 6,12 para o grupo 3 (tab. 1) (p < 0,01).  A média de folículos totais por vaca por punção foi de 10,84, 10,12 e 7,12 para os grupos 1, 2 e 3, respectivamente (tab. 2) (p < 0,0001). Estes resultados estão de acordo com os registrados por Campos [13] que utilizando GnRH e bST no tratamento de vacas submetidas à PF, em fêmeas que haviam sido superovuladas para coleta de embriões, 9 dias antes da primeira PF, considerado grupo com alta P4, demonstrou maior disposição de folículos do que vacas que haviam sido tratadas apenas com PGF2α durante as punções como ocorreu no grupo 3, sendo que a média de folículos foi de 10,84 para o primeiro grupo e de 6,28 para o segundo grupo. A média de folículos/vaca/PF concordam com os resultados registrados por Petyim et al [14] que trabalhando com um grupo de doadoras de ovócitos que foram puncionadas 2 vezes por semana, registrou uma média de folículos de 6,6 ( 2,9/punção/vaca. 

Os resultados encontrados neste experimento, bem como nos demais trabalhos apresentados indicam que a presença de níveis de progesterona influencia na foliculogênese, o que pode ser notado através da diferença no n° de folículos apresentados nas vacas que receberam P4 em relação à vacas do grupo 3, as quais, provavelmente, apresentavam baixos ou até mesmo sem níveis plasmáticos de P4 detectáveis. O fato da progesterona determinar uma pulsatilidade de LH de baixa freqüência e grande  amplitude  [15], o recrutamento folicular das vacas que receberam CIDR, podem estar somente sob ação do FSH. O mecanismo de estímulo de pequenos folículos antrais ainda não é bem conhecido, sendo que a maioria dos folículos que se apresentavam no momento das PF eram de folículos antrais menores que 5mm, os quais possuem pouca influência das gonadotrofinas. 

O principal hormônio envolvido na atresia folicular é o estradiol. Como o LH é precursor dos esteróides, como o estradiol, uma redução dos pulsos de LH, poderia estar afetando na esteroidogênese dos folículos em desenvolvimento [16 e 17] desta forma afetando a taxa de atresia folicular, o que pode explicar o maior número de folículos disponíveis nos grupos tratados com P4. Os níveis de estradiol e inibina podem ter se apresentado bem baixos nestes grupos, pois nos exames ultrasonográficos realizados no momento das PFs, foram diagnosticados um grande número de folículos pequenos sem dominância alguma entre eles. O fato das punções ocorrerem a cada 4 dias poderia estar relacionada com a baixa taxa de atresia, mas o grupo 3, composto por vacas que não haviam sido submetidas à P4 exógena, apresentou uma disposição de folículos menor do que os grupos que utilizavam P4 exógena, isto explica que a população folicular pode estar mais relacionado com a possível baixa pulsatilidade do LH do que com o intervalo entre as punções.

Tabela 1: Folículos disponíveis à PF / grupo / vaca de acordo com seu diâmetro.
	Tratamento
	Tamanho dos folículos

	
	 <5mm
	5 - 10 mm
	> 10 mm

	1
	9,44a
	1,4
	0

	2
	9,44a
	0,52
	0,16

	3
	6,12b
	0,92
	0,08


Médias com diferentes letras na coluna, diferem entre si (p < 0,01). Teste de Duncan.

Tabela 2: Disposição de folículos/ animal/ sessão de PF.

	Tratamento
	Folículos/animal/sessão

	1
	10,84a

	2
	10,12 a

	3
	7,12b


Médias com diferentes letras na coluna, diferem entre si (p < 0,0001). Teste de Duncan.

4. CONCLUSÕES

Os resultados demonstram que vacas tratadas com P4 exógena e submetidas à PF a cada 4 dias possuem maior número de folículos recrutados do que vacas que não sofreram influência hormonal de progesterona.
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