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RESUMGO. O objetivo deste trabalho foi avaliar o uso de promotor de crescimento
(Synovex-H® - 20mg de Benzoato de estradiol e 200mg de testosterona) e 100 esferas de
chumbo no utero sobre a atividade ovariana de novilhas bubalinas em confinamento e
alimentadas ad [libitum. Foram utilizadas 20 novilhas bubalinas da raga Murrah, com peso
vivo médio de 350kg e 16 meses de idade, distribuidas ao acaso em 3 tratamentos: novilhas
vazias (VAZ), novilhas com promotor de crescimento (PRC) e novilhas com esferas de
chumbo (CHU) introduzidas no utero. As novilhas foram pesadas a cada 28 dias. Ao final do
experimento, foram abatidas, e o aparelho reprodutor coletado. Os uteros foram analisados
macroscopicamente. Os ovarios foram cortados longitudinalmente e fixados em liquido de
Bouin por 24 horas para analises microscopicas. Posteriormente, os ovarios foram incluidos
em parafina e cortados com Sum de espessura e submetidos a técnica de coloragdo
Hematoxilina-Eosina, para identificacdo do desenvolvimento folicular. Nos tratamentos VAZ
e CHU, as analises macroscopicas dos Uteros ndo diferiram entre si, apresentando aspecto
normal. No tratamento PRC, foi observada uma musculatura mais espessa, maior tamanho ¢
colora¢do mais escura. As esferas de chumbo ndo interferiram na atividade ovariana. Isso
deve ter ocorrido porque as esferas de chumbo ndo permaneceram no interior do utero, com
excecdo de um animal que apresentou esferas de chumbo. Nesse caso, o utero apresentava
aspecto edemaciado. Nas observagdes microscopicas, constatou-se atividade ovariana nos trés
tratamentos.
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ABSTRACT. Ovary morphology of buffalo heifers fattened in feed lot in
response of the utilization of growth promoter or leads sphere introduced
in the uterus. The objective of this work was to evaluate the hormonal implant use
(Synovex-H® - 20mg of benzoate of estradiol and 200mg of testosterone) and 100 lead spheres
in the uterus on the ovary activity of buffalo heifers in feed lot Twenty buffalo heifers of breed
Murrah were used, with live weight of 350kg and 16 months of age, distributed at random in
three treatments: empty heifers (EMH), heifers with growth promoter (GPR) and heifers with
lead sphere (LEA) introduced in the uterus. The heifers were weighed each 28 days. At the end
of the experiment, the heifers were slaughtered and the reproductive system was collected. The
uterus was analyzed microscopically. The ovaries were longitudinally cut and fixed in Bouin
liquid for 24 hours to microscopic analyses. After, the ovaries were included in paraffin and cut
with Spm of thickness and submitted to the Hematoxilin-Eosin color echnique for identification
of follicular development. In the treatments EMH and LEA the uterus microscopic analyses did
not present differences between themselves, presenting normal aspect. In the treatment GPR, it
was observed thicker muscles, bigger size and darker color. In addition, the lead spheres did not
interfere in the ovary activity. This must has happened because the lead spheres were not kept in
the interior of the uterus, with exception of one animal that presented lead spheres. In this case,
the uterus presents an aspect inflated. In the microscopic observations, ovary activity was
consisted of three treatments.

Key words: female buffalos, feedlot, ovary, reproduction.
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Introducao

Os ovérios da maioria dos animais sdo formados
por duas zonas diferentes: o cortex, ou zona
parenquimatosa, ¢ a medula, ou zona vascular. O
cortex contém numerosos foliculos em varios estagios
de desenvolvimento, corpos liteos, assim como
células intersticiais e elementos do estroma. A medula
se caracteriza pela presenga dos grandes vasos
sangiiineos, linfaticos, nervos e algumas estruturas
embrionarias remanescentes. E um tecido conjuntivo
frouxo, rico em fibras elasticas e fibras reticulares. Os
constituintes medulares sdo continuos ao ligamento
mesovarico.

O foliculo ovariano ¢ uma agregagdo esférica de
células que contém o gameta em desenvolvimento. A
continuidade ciclica do desenvolvimento folicular se
caracteriza por meio da identificagdo dos foliculos
especificos - foliculo primordial, foliculo primario,
foliculo secundario e foliculo maduro. A ativagdo do
foliculo primordial resulta em um foliculo primario,
envolvendo alteragdes do ovoécito primario das
células foliculares, que se tornam cubicas ou
prismaticas, ¢ de outros elementos do estroma. O
foliculo secundario ¢ identificado pelo aumento no
nimero de células foliculares associadas ao ovocito
primario e pelo desenvolvimento de uma zona
pelicida entre o ovocito primario e as células
foliculares.

A membrana granulosa ¢ formada pelas células
foliculares mitoticamente ativas. Ja, as células do
estroma se diferenciam em duas camadas: teca interna
e teca externa. O crescimento do foliculo e o
desenvolvimento dos envoltérios multilamelares
tecais sdo acompanhados pelo deslocamento do
foliculo secundario da superficie cortical.

O desenvolvimento do foliculo terceario (foliculo
vesicular) resulta da atividade secretora das células
granulosas. As lacunas ou fendas intercelulares sdo
preenchidas com liquido folicular, confluem e
formam o antro folicular. Esses eventos sdo
acompanhados pelo crescimento continuo do foliculo.
O ovocito primario ainda estd circundado em um
agrupamento de células granulosas que continua com
a membrana granulosa, que estd deslocada para
periferia.

Os foliculos pré-ovulatorios também sdo
chamados foliculos maduros ou foliculos de Graff, os
quais se estendem desde wuma protuberincia
superficial até a regido mais profunda do cortex.

Fatores que alteram o comportamento da
reproducdo de ruminantes, a implantagdo de
dispositivos intra-uterinos (DIU, Alcalde et al.,
1999), aplicagdo de promotores de crescimento (Ono
et al, 1996), retirada completa dos ovarios
(ovariectomia, Marques et al., 2001) ou implantagéo
de dispositivos estranhos ao organismo (esferas de
chumbo, Marques et al., 2001), poderiam impedir a
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manifestacdo do estro e proporcionar melhores
resultados sobre o desempenho de animais terminados
em curto espaco de tempo (confinamento) e
alimentados ad [libitum. O wuso de dispositivos
estranhos ao organismo pode desencadear um
processo de rejeigdo e, por conseqiiéncia, determinar
a formagdo de um processo inflamatoério com
alteragdes significativas no tutero do animal e suas
adjacéncias (Albuquerque ef al., 2002).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o uso de
horménios exdégenos (Synovex-H® - 20mg de
benzoato de estradiol ¢ 200mg de testosterona) ¢ a
implantagdo de 100 esferas de chumbo no corno
uterino, sobre a atividade ovariana (analises
macroscopicas e histologicas) de novilhas bufalas da
raca Murrah, terminadas em confinamento.

Material e métodos

Local
O experimento foi realizado na Fazenda
Experimental de Iguatemi (FEI), no setor de

Bovinocultura de Corte, da Universidade Estadual de
Maringd (UEM). As andlises morfologicas e
histologicas foram realizadas no Laboratério de
Histologia da Universidade Estadual de Maringa,
Estado do Parana.

Animais e instalagao

Foram utilizadas 20 novilhas bubalinas da raca
Murrah, com peso vivo médio de 350kg e
aproximadamente 16 meses de idade. As bufalas
foram distribuidas ao acaso em 3 tratamentos, sendo 1
com 6 e 2 com 7 animais. Ao chegarem no local do
experimento, as bufalas foram pesadas, identificadas
com um brinco plastico na orelha direita, receberam
8mL de vermifugo, 4 base de ivermectina (Ivomec®) e
foram alojadas em 3 piquetes de 270m? com pouca
arborizacdo. Cada piquete dispunha de 6m lineares de
comedouro em concreto e bebedouro com bodia de
vazdo total e capacidade de 250 litros. Foram
disponibilizados 18m? de sombra artificial para cada
piquete. Os piquetes eram cercados com 5 fios de
arame liso, com palanques dispostos a uma distancia
de 6m e um sexto fio, que era eletrificado.

Alimentacéao

A ragdo completa (silagem de cana-de-agucar +
1% de uréia e milho em graos quebrados + farelo de
soja + sal mineral) foi fornecida duas vezes ao dia (8
e 16 horas). As composi¢des percentuais e quimicas
das ragdes estdo apresentadas na Tabela 1. A ragdo
foi fornecida a uma taxa de 2,3% do peso vivo das
bufalas. Segundo NRC (1996), para bovinos de corte,
a ragdo foi calculada para proporcionar um ganho de
peso vivo médio de 1,0kg/animal/dia. As sobras das
ragdes foram coletadas uma vez por semana para
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possibilitar os ajustes necessarios.

Tabela 1. Composi¢io percentual (%/MS) e quimica (%/MS) da
racdo utilizada.

Ingredientes MS PB MO EM* FDN FDA Cinzas
Silagem de cana 25,64 7,55 94,83 2,05 40,62 43,63 5,17
Milho quebrado 88,41 8,80 98,96 3,25 8,37 3,94 1,04
Farelo de soja 88,62 50,58 95,09 3,15 1496 10,10 491
Uréia 98,00 262 - - - - -

Sal mineral” 95 - - - - - -
Ragdo 41,21 12,53 96,30 2,62 67,20 26,32 3,35
Dados obtidos do Laboratorio de Analises de Alimentos e Alimentagdo Animal do
Departamento de Zootecnia/UEM. *Mecalorias/Kg. * Niveis de garantia por kg de sal
mineral: 130g Ca, 65g P, 12g S, 12gmg, 1500mg Fe, 1170mg Mn, 1300mg Cu, 71mg Co,
71mg I, 21mg Se, 3200mg Zi, 138g Na, 650mg F1.

Tratamentos

Foram estudados 3 tratamentos: VAZ - novilhas
vazias com atividade ovariana; PRC - novilhas com
promotor de crescimento (Synovex-H® - 20mg de
Benzoato de estradiol ¢ 200mg de testosterona); e
CHU - novilhas com 100 esferas de chumbo
introduzidas no corno uterino, usando pipeta de
inseminacdo artificial. Foi realizada palpagdo retal
nas 20 buafalas, 30 dias antes do inicio do
experimento, para avaliar as condi¢des reprodutivas.
O periodo de adaptagdo foi de 30 dias. Apods esse
periodo, iniciou-se o experimento com sincronizagao
de cio pelo protocolo “Ovsynch”, conforme descrito
por Pursley et al. (1995), sendo aplicados 2mL de
conceptal® (GnRH - 200 pg) no dia zero; 7 dias ap0s,
aplicaram-se 2mL de preloban® (PGF2a - 150ug) e
apos 2 dias aplicaram-se 2mL de conceptal® (GnRH -
200pg). 16 horas ap6s o término desse protocolo, fez-
se a colocagdo do chumbo nas bufalas do tratamento
CHU, e o promotor de crescimento nas bufalas do
tratamento PRC. Para colocagdo do chumbo, as
bufalas foram contidas, e o procedimento foi
semelhante ao da inseminagdo artificial. A diferenga
dos métodos foi que, ao passar com a pipeta através
do «cérvix, a bainha foi direcionada para a
extremidade cranial de um dos cornos uterino. As
esferas contidas na bainha foram impulsionadas
utilizando um expansor. Foram colocadas 100 esferas
de chumbo de 4mm de didmetro, esterilizadas
previamente com alcool a 96%. As bufalas do
tratamento PRC foram implantadas no mesmo dia. O
implante contendo 200mg de Testosterona e 20mg de
Benzoato de Estradiol (Synovex-H®) foi colocado na
orelha direita com auxilio de uma pistola propria.

Periodo

O experimento teve inicio no dia 10 de setembro e
término no dia 03 de dezembro de 2001. O
experimento teve duracdo de 84 dias e apds esse
periodo, as novilhas foram abatidas em frigorifico da
regido.

Coleta e preparo do material

No momento do abate, o aparelho reprodutor foi
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coletado. Os uteros foram condicionados em sacos
plasticos, identificados e mantidos em caixa térmica
com gelo. Esse material foi transportado para o
laboratodrio de histologia da Universidade Estadual de
Maringa (UEM), onde foi realizada a macroscopia,
incluindo a observagdo da distribui¢do das esferas de
chumbo no utero. Os ovarios foram retirados,
identificados, cortados longitudinalmente e fixados
em liquido de Bouin, para completa fixagdo, ¢
conservados por 24 horas em etanol 70%.
Posteriormente, foram desidratados por um processo
de passagem em série crescente de dalcool,
diafanizados em xilol e incluidos em parafina em seu
eixo maior, para obten¢do de cortes transversais com
Sum de espessura. Foram feitas duas laminas por
ovario, utilizando a técnica de Hematoxilina-Eosina
(Lillie, 1954), para corar células ovarianas, para
contagem dos foliculos ovarianos, presenca de corpo
liteo e caracteristicas gerais da camada cortical e
medular.

Resultado e discussao

Anélises macroscopicas

Nas novilhas bubalinas dos tratamentos VAZ
(animais nao-gestantes) ¢ CHU (implantadas com
esferas de chumbo no tutero), as analises
macroscopicas nao mostraram alteragdes
morfoldgicas aparentes nos aspectos uterinos (Figuras
la e 1c). O aspecto macroscopico do utero das
novilhas desses dois tratamentos era normal. No ttero
de algumas novilhas bubalinas, dos dois tratamentos,
foi constatada presenca de muco cristalino. Todavia a
presenca desse muco cristalino ndo estaria
relacionada ao tratamento. A presenca do muco se
deu em razdo da manifestagdo do cio em algumas
novilhas, mesmo naquelas implantadas com as esferas
de chumbo.

Por outro lado, no tratamento com implante de
promotor de crescimento (PCR), no que concerne as
analises macroscopicas, verificaram-se alteragdes nos
aspectos morfologicos dos uteros das novilhas. O ttero
dessas novilhas estava com a musculatura mais espessa
e colora¢do mais escura. As alteracdes morfologicas
observadas no tutero das novilhas desse tratamento
poderiam ser atribuidas ao efeito anabolizante do
implante a base de testosterona que foi utilizado.
Observou-se ainda o revestimento diferenciado do
utero, assim como tamanho superior ao Utero das
novilhas dos demais tratamentos. Assim como nos
outros tratamentos, também foi observada a presenga
de muco cristalino no utero de algumas novilhas. Como
no caso precedente, a presenca de muco cristalino
estaria relacionada a manifestagdo do cio em algumas
novilhas.

No tratamento CHU, apenas uma novilha
apresentou as esferas de chumbo na bifurcacdo dos
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cornos uterinos (Figura 2a) e a presenca de um
processo inflamatorio avangado (Figura 2b).

As esferas encontradas estavam na bifurca¢do dos
cornos uterinos na camada serosa. Nesse caso, o Utero
apresentava secre¢do purulenta no seu interior, maior
tamanho, aspecto tirgido ¢ edemaciado, devido ao
processo inflamatorio causado pela presenca do
chumbo. A presenga de corpo estranho em qualquer
parte do organismo podera desencadear um processo
de resposta imunolédgica, com a presenga de células
de defesa do organismo. Nesse caso, ocorre um
processo inflamatorio.

Analises microscépicas

(a)

Em todos os tratamentos foram observadas as
seguintes caracteristicas histologicas dos ovarios:
camada cortical e camada medular (Figuras 3a, b, c).

A camada cortical apresentava-se revestida
externamente por tecido epitelial cubico simples.
Abaixo do epitélio, observava-se uma camada
delgada de tecido conjuntivo, rico em fibras de
colagenos. Este era seguido pelo estroma ovariano,
composto de tecido conjuntivo frouxo, células
intersticiais e células germinativas contidas nos
foliculos ovarianos em desenvolvimento. Na camada
medular, foi observado tecido conjuntivo frouxo, no
qual se verificou a presenca de células musculares
lisas, vasos sangiiineos e linfaticos e nervos.

Y

(b)

(©)

Figura 1. Morfologia uterina de novilhas bubalinas vazias (VAZ - a), com implante de promotor de crescimento (PRC - b) e esferas de

chumbo no tutero (CHU - ¢).

(a)

(®)

Figura 2. Morfologia uterina de novilhas bubalinas com implante de esferas de chumbo (CHU) na bifurcagdo dos cornos uterinos (a) e

processo inflamatorio (b).
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(b) (c)
Figura 3. Fotomicrografia de ovario de novilhas bubalinas vazias (VAZ - Fig. a), com promotor de crescimento (PRC - Fig. b) e esferas de
chumbo (CHU - Fig. c¢) na bifurcagdo dos cornos uterinos. Camada cortical (CAC) e foliculos ovarianos (FOV). Coloragao: HE, 60 X.

Figura 4. Fotomicrografia de ovario de novilhas bubalinas vazias (VAZ). Foliculos primordiais (FOP - a), foliculos em desenvolvimento.
(FOD - b), foliculo atrésico (FOA - ¢) e corpo liteo em formagao (CLF - d). Coloragao: HE, 60 X.

O implante de promotor de crescimento ou esferas

de chumbo no utero ndo alterou a camada cortical e
Acta Scientiarum. Animal Sciences
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nem a camada medular dos ovarios de novilhas
bubalinas, terminadas em confinamento ¢ alimentadas
ad libitum.

Nas novilhas bubalinas do tratamento VAZ, foram
observados varios foliculos primordiais (Figura 4a),
foliculos em desenvolvimento (Figura 4b), foliculo
atrésico (Figura 4c) e corpo Iuteo em formagdo
(Figura 4d). As presencas dessas estruturas atestam
que as novilhas desse tratamento estavam ovulando
normalmente. Dessa forma, em boas condigdes de
alimentagdo, as novilhas bubalinas poderiam
apresentar ciclos estrais em qualquer época do ano.
Este trabalho foi realizado no segundo semestre do

ano. No entanto, Zicarelli (1997) enfatizaram que a
maior parte das bubalinas estariam aptas a ciclarem
normalmente apenas no primeiro semestre do ano.
Nas novilhas do tratamento com implante de
promotor de crescimento, foram encontrados
resultados semelhantes aquele do tratamento VAZ.
Foi possivel observar a presenca de foliculos
primordiais (Figura Sa), foliculos em

desenvolvimento (Figura 5b), foliculos atrésicos
(Figura 5c¢) e corpo lateo em formagao (5d) em 83,3%
das novilhas avaliadas. Essa percentagem foi inferior
a percentagem observada para as novilhas do
tratamento VAZ (100%).

Figura 3. Fotomicrografia de ovarios de novilhas bubalinas com promotor de crescimento (PRC). Foliculos primordiais (FOP - a),
foliculos em desenvolvimento (FOD - b), foliculo atrésico (FOA - ¢) e corpo luteo em formagado (CLF - d). Coloragao: HE, 60 X.

Dessa maneira, o implante de promotor de
crescimento em novilhas bubalinas ndo alterou o
comportamento  reprodutivo  desses  animais,

embora esse implante tenha ocasionado lesdes no
interior do ttero.

Da mesma forma, como para os tratamentos
VAZ e PCR, as novilhas bubalinas com implante de
esferas de chumbo no utero mostraram a presenga
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de foliculos primordiais (Figura 6a), foliculos em
diferente estagio de desenvolvimento (Figura 6b),
foliculos atrésicos (6¢) e presenca de corpo luteo
em formacdo (Figura 6d).

Como descrito na analise morfologica (Figura
2), um animal apresentou algumas esferas de
chumbos e processo inflamatério no interior do
utero. Embora esse animal apresentasse esferas de
chumbos na bifurcagdo dos cornos uterinos, pdde
ser observado corpo luteo em formagdo (Figura 6).
Ainda nesse tratamento, constatou-se que 71,4%
dos animais apresentaram formagao inicial de
corpo luteo.

239

Esse  resultado poderia ter  ocorrido,
provavelmente porque a implantacdo das esferas de
chumbo ndo teria sido realizada no local correto,
facilitando a expulsdo destas em pouco tempo, ou
devido ao peristaltismo uterino que as expulsaram,
independentemente do local do implante. A
expulsdo de dispositivos colocados no interior do
utero de ruminantes ocorre em fun¢do das
contracdes peristalticas. Alcade et al. (1999)
observaram uma grande migracido de DIU

implantados no corno uterino de novilhas da raca
Nelore.

Figura 6. Fotomicrografia de ovarios de novilhas bubalinas com esferas de chumbo (CHU).

Foliculos primordiais (FOP - a), foliculos

em desenvolvimento (FOD - b), foliculo atrésico (FOA - c) e corpo luteo em formagao (CLF - d). Coloragdo: HE, 60 X.

Os resultados deste experimento ndo mostram a

\

inibicdo da ovulagdo relacionada a utilizacdo de
implantes de promotores de crescimento ou esferas de
chumbo. Resultados contrarios foram obtidos por
Marques et al. (2001), que, trabalhando com novilhas
mestigas (Nelore x Angus) implantadas com 50
esferas de chumbo no utero, observaram a inibi¢ao do
estro, assim como maior desempenho das mesmas.
Mesmo sendo realizada a sincronizagdo do estro no
inicio do experimento, o promotor de crescimento e o
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pouco tempo que as esferas de chumbo
permaneceram no Utero certamente perturbaram a
regularidade do ciclo entre os animais do mesmo lote,
assim como de tratamentos diferentes. E possivel que
100% das bufalas dos 3 tratamentos estivessem
ciclando. Entretanto ndo seria possivel observarmos
100% das bufalas ovulando exatamente juntas, nem
observarmos histologicamente os mesmos estagios de
desenvolvimento de foliculos e formagdo de corpo
luteo. Existe entre as fémeas bubalinas uma
particularidade e variacdo nata entre cada uma delas.
O ciclo estral das bufalas ¢ de 21 dias, sendo essa
dura¢do uma média, pois € possivel haver ciclos com
duracdo de 18 a 22 dias.

As alteragdes ovarianas sdo semelhantes aquelas
das fémeas bovinas. Danell (1987) observou duas
ondas de crescimento folicular, sendo a primeira no
terceiro dia do ciclo, indo até o 13.° dia; ¢ a segunda,
do 9.° até o final do ciclo ponto. Estudos inerentes a
dindmica folicular em bubalinos ainda sdo escassos.

Concluséo

As novilhas bubalinas apresentavam atividade
ovariana, mesmo estando em situagdo de foto-periodo
crescente (setembro a dezembro). A implantacdo de
hormonio exdgeno e de esferas de chumbo no interior
do utero de novilhas bubalinas alterou os aspectos
macroscopicos dos uteros. Todavia, nao alteraram a
atividade ovariana desses animais. As novilhas
continuaram apresentando ciclo estral normal, com a
presenga de corpo luteo nos 3 tratamentos.
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