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RESUMO

PAES DE BARROS, M. B. Estudo da dinamica folicular no protocolo de nove
dias de sincronizacéo de cios com o0 uso de um novo dispositivo de liberacdo
sustentada de progesterona, associado ou ndo ao eCG , em ovelhas Santa
Inés. [Study of follicular dynamics during nine day estrus synchronization protocol
using a new progesterone sustained release device, associated or not with eCG, in
Santa Inés ewes]. Sdo Paulo, 2010. 81 f Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) —
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sdo Paulo, S&o
Paulo, 2009.

O presente trabalho teve como objetivo o estudo da dinamica folicular da ovelha
Santa Inés no protocolo de nove dias de sincronizacdo de cios, com e sem a
administracao do eCG, utilizando um novo dispositivo intravaginal de silicone Primer-
PR® (Tecnopec — Brasil). No experimento 1, dez ovelhas receberam o dispositivo
vaginal no DO, retirada no D9 e aplicacdo de 0,4mL de d-cloprostenol. Os exames
ultrassonograficos foram diarios, desde D-3 da colocacéo do dispositivo vaginal até
0 D9 e a partir deste, de 12 em 12 horas até a ovulacdo. Concomitantemente ao
experimento 1, as coletas de sangue foram realizadas entre as ovelhas que
receberam o dispositivo (grupo GP, n=10) e aquelas em estado fisiolégico (grupo
GF, n=12). No experimento 2, nove ovelhas receberam igual tratamento do
experimento 1 e 250Ul de eCG na retirada do dispositivo. Os exames
ultrassonograficos para o acompanhamento da dinamica folicular ocorreram de 12
em 12 horas do D9 até a ovulacdo. Neste experimento, o sangue foi coletado em
dias intervalados desde D-1 até D13. No experimento um, a emergéncia folicular
ocorreu em 8,5 dias + 16 horas ap0és a colocacao do dispositivo vaginal. As ovelhas
entraram e sairam do cio, respectivamente, 45,6 + 12,71h e 72 + 12,96h apés a
retirada do mesmo e a ovulacéo ocorreu em 73 £ 14,38 h. O diametro inicial médio
do foliculo foi de 3,48 = 0,28 mm e do ovulatério de 5,22 + 0,72 mm, diferindo
significativamente (p=0,006) entre o primeiro e o segundo foliculo ovulatério e entre
o primeiro foliculo de animais com simples (5,77 + 0,34mm) ou dupla (4,83 *
0,18mm) ovulacdo (P=0,003). A taxa de crescimento no periodo foi 0,73 + 0,43
(mm/dia). No experimento 2, o estro iniciou-se as 36 * 6,4h, finalizou as 81 + 8,46h
com a ovulacdo em 74,3 + 7,56 h ap0s a retirada do dispositivo vaginal. O diametro
inicial médio do foliculo foi de 4,04 + 0,78 mm e do ovulatoério de 5,40 £ 0,59 mm,



diferindo significativamente entre o primeiro foliculo de animais com simples (5,91+
0,27mm) ou dupla (5,2 £ 0,22mm) ovulagédo (P=0,007). A taxa de crescimento
folicular no periodo foi de 0,66 = 0,43 mm ao dia. No experimento 1, o dispositivo
Primer-PR® elevou a concentracdo plasmaética de progesterona do grupo GP a 6,56
+ 2,32 ng/mL, enquanto o grupo fisiolégico (GF) ficou em 3,8 £ 2,69 ng/mL no
mesmo periodo. No experimento 2 a concentracdo plasmética de progesterona
durante a permanéncia do dispositivo vaginal foi de 11,50 + 3,11ng/mL. Conclui-se
que foi possivel realizar o acompanhamento da dinamica folicular dentro do
protocolo de nove dias de sincronizacdo de cios na ovelha Santa Inés e que 0 novo
dispositivo utilizado foi eficiente em sincronizar a emergéncia da onda folicular

ovulatoria.

Palavras chave: Ovelhas. Protocolo de sincronizagdo. Dinamica folicular. Raca
Santa Inés.



ABSTRACT

PAES DE BARROS, M. B. Study of follicular dynamics during nine day estru S
synchronization protocol using a new progesterone s ustained release device,
associated or not with eCG, in Santa Inés ewes.  [Estudo da dinamica folicular no
protocolo de nove dias de sincronizacdo de cios com o uso de um novo dispositivo
de liberacdo sustentada de progesterona, associado ou ndo ao eCG, em ovelhas
Santa Inés]. Sado Paulo, 2010. 81 f Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) —
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sdo Paulo, S&o
Paulo, 2009.

The present study aimed the assessment of follicular dynamics in Santa Inés ewes
during the nine day estrus synchronization protocol, with or without the administration
of eCG, using a new intravaginal silicon device, Primer-PR® (Tecnopec — Brasil). In
Experiment 1, ten ewes received the vaginal device on DO, which was removed on
D9 and received 0,4mL of d-cloprostenol. Ultrasound exams were performed daily,
since D-3 of the device placement until D9 and every 12 hours thereafter, until
ovulation. During Experiment 1, blood samples were taken from the ewes that
received the device (grupo GP, n=10) and the ewes that were in physiological state
(grupo GF, n=12). In Experiment 2, nine ewes received the same treatment in
Experiment 1 and 250Ul of eCG on the day of the device removal. Ultrasound exams
for follicular development were performed every 12 hours starting on D9 until
ovulation. Blood samples were taken every other day from D-1 until D13. In
Experiment 1, follicular emergence occurred in 8,5 days + 16 hours after the vaginal
device placement. The ewes started and ended estrus at, respectively, 45,6 £ 12,71h
and 72 + 12,96h after device removal and ovulation was detected in 73 = 14,38 h.
The mean initial follicle diameter was 3,48 £ 0,28 mm and the mean ovulatory follicle
diameter was 5,22 = 0,72 mm, being statistically different (p=0,006) between the first
and second ovulatory follicle and between the first follicle of single ovulation (5,77 +
0,34mm) or double ovulation individuals (4,83 £ 0,18mm) (P=0,003). The follicular
growth rate during this period was 0,73 + 0,43 (mm/day). In Experiment 2, estrus
started at 36 + 6,4h, ended at 81 + 8,46h with ovulation occurring in 74,3 + 7,56 h
after the vaginal device removal. The mean initial follicle diameter was 4,04 + 0,78
mm and the mean diameter ovulatory follicle was 5,40 + 0,59 mm, differing
statistically between the first follicle of single ovulation individuals (5,91+ 0,27mm) or



double ovulation individuals (5,2 + 0,22mm) (P=0,007). Follicular growth rate during
the period was 0,66 + 0,43 mm per day. In Experiment 1, Primer-PR® device
increased plasmatic progesterone concentration in group GP to 6,56 + 2,32 ng/mL,
whereas physiological group (GF) had 3,8 £ 2,69 ng/mL during the same period. In
Experiment 2 plasmatic progesterone concentration throughout the vaginal device
use was 11,50 + 3,11ng/mL. It can be concluded that it was possible to perform
ultrasound evaluation of follicular dynamics during the nine day estrus
synchronization protocol in Santa Inés ewes and that the new device used was

efficient in synchronizing the emergence of ovulatory follicular wave.

Key words: Ewe. Synchronization protocol. Follicular dynamic. Santa Inés breed
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1 INTRODUCAO

A necessidade de expansao da oferta de alimentos devido a um crescimento
populacional estimado em 9 bilhdes de individuos até 2050, segundo a FAO
(Organizacado das NacOes Unidas para Agricultura e Alimentacéo), aliada a uma
producdo sustentavel e com baixo impacto ambiental, sdo parte dos desafios que as
cadeias produtivas, da agricultura a pecuaria, precisam enfrentar.

A producéo de ovinos segue esta tendéncia FAO (2009), impulsionada pelo
crescimento demogréafico e pelas variagbes naturais das preferéncias e dos hébitos
alimentares. Estima-se durante o periodo de 2005 a 2014, um crescimento anual de
2,1% na producédo de carne ovina principalmente nos paises em desenvolvimento
(VIANA, 2008).

Esta € uma excelente oportunidade para a expansado e o aprimoramento da
ovinocultura brasileira. Ha uma imperiosa necessidade de assistir a reproducdo dos
animais para aumentar as eficiéncias produtivas (ganho genético) e reprodutivas do
rebanho (3 partos em 2 anos). Além disso, uma melhor organizacao estrutural desta
cadeia produtiva é imprescindivel para que o Brasil inverta o papel de importador de
carne ovina, sendo em um primeiro momento capaz de fornecer produtos de melhor
gualidade para o mercado interno e em um segundo momento passar a exportar o
excedente da producao.

Neste contexto, 0 manejo reprodutivo através da aplicacdo da sincronizagao
dos cios, uma das biotécnicas aplicadas ao manejo reprodutivo das ovelhas, tem um
papel importante no aumento da produtividade e na tecnificacdo do rebanho. A
sincronizacdo de cios, objetiva controlar a reproducdo e concentrar a paricdo em
épocas desejaveis.

Esta técnica vem sendo aprimorada através de estudos da dinamica folicular
via ultrassom retal, que deram grandes passos a compreensdo dos mecanismos
fisiolégicos da reproducdo ovina, amparados na melhoria da qualidade dos
equipamentos de ultra-sonografia, desde a década de 90.

Muito h& para se descobrir dentro da espécie e entre as racas, uma vez que
sdo notdrias as diferencas observadas a campo quanto ao manejo reprodutivo das

mesmas, nas diferentes regides do Brasil e estacdes do ano.
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Atualmente no Brasil, a sincronizagcdo de cios € adotada em pequenos
ruminantes pelo uso de pressarios intravaginais em esponja impregnadas com
progestagenos, tais como acetato de medroxiprogesterona (MAP), implantes
vaginais de silicone impregnados de progesterona (CIDR® - Pfizer) ou implantes
auriculares de norgestomet (Crestar® - Intervet). No manejo reprodutivo, 0s
dispositivos vaginais comumente sdo utilizados associados a prostaglandina F2a
(PGF2a) e a gonadotrofina coribnica equina (eCG) de acordo com o estagio
reprodutivo da fémea e protocolo adotado.

Entre os hormonios utilizados nos programas reprodutivos para pequenos
ruminantes, os dispositivos vaginais apresentam a maior disponibilidade para
estudos e reducédo de custos. Comercialmente, as esponjas apresentam o0 menor
custo, porém, levam a ocorréncia de vaginites e, com frequéncia, aderem a mucosa
vaginal causando transtornos no momento da sua retirada. J& os dispositivos em
silicone séo faceis de aplicar e retirar da vagina, seguros e higiénicos, porém, de
maior custo ao consumidor.

Estruturalmente, o dispositivo de silicone (CIDR®) é composto por uma alma
plastica rigida (responsavel por manter a pressao elastica do dispositivo e evitar sua
saida da vagina) revestida por uma membrana de silicone inerte e impregnada por
progesterona. Em estudo comercial sobre a fabricagdo desse dispositivo constatou-
se que o custo correspondente as fracdes alma plastica, membrana de silicone e
progesterona representam, respectivamente, 10%; 64% e 26% (VALENTIM, 2004).
Isto significa que a queda do valor desse tipo de produto esta relacionada a
modificacdo de sua estrutura, com a retirada da alma plastica, cujo processo de
injecdo do silicone ao seu redor é muito custoso. Neste trabalho utilizou-se um novo
dispositivo de silicone impregnado com progesterona (0,4g) cuja estrutura dispensa
a alma plastica rigida (Primer-PR® - Tecnopec) possibilitando a reducdo nos custos
deste tipo de produto.

Nos programas de sincronizacdo de cios das ovelhas, o tempo de
manutencdo dos dispositivos vaginais e a aplicacdo dos demais horménios ainda
sdo muito variaveis. Tradicionalmente, os protocolos para sincronizar os cios de
ovinos sdo de 12 a 14 dias de manutencdo do dispositivo vaginal ou auricular.
Porém, os estudos da fisiologia da reproducdo e o acompanhamento da dinamica
folicular dos ovinos vém aos poucos colocando em duvida se este longo periodo de

exposicdo a progesterona ou progestagenos é realmente necessario (MENCHACA,;
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RUBIANES, 2004). Diversos trabalhos apontam uma mesma eficiéncia na
sincronizacdo desta espécie entre diferentes periodos de manutencdo dos
dispositivos: 6 e 9 dias (considerados periodos curtos) ou 12 e 14 dias, periodos
longos (VINOLES et al., 2001). Entretanto, faltam estudos para atingir um consenso
entre os pesquisadores e definir um protocolo base para a sincronizagéo reprodutiva
dos pequenos ruminantes.

A ovelha Santa Inés € uma raca brasileira de grande expressao nacional por
ser prolifica, resistente e de boa adaptabilidade a todos os climas (ROCHA;
AMARANTE; BRICARELLO, 2004). Ela participa da pecuaria como raga pura ou
como formadora de base do rebanho para cruzamentos industriais. Muitos estudos
relativos a producdo e manejo da Santa Inés existem em nosso pais, contudo,
trabalhos relacionados a fisiologia da reproducdo e dinamica folicular ainda séo
carentes.

O objetivo do presente trabalho foi estudar a dindmica folicular de ovelhas
Santa Inés no protocolo de nove dias de sincronizacdo de cios com 0 uso de um
novo dispositivo vaginal de progesterona (Primer-PR®), associado ou ndo a

administracao da gonadotrofina coridnica equina (eCG).
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2 REVISAO DE LITERATURA

A revisdo de literatura foi dividia em tOpicos e abordarad os temas sobre o
rebanho ovino brasileiro e a raca Santa Inés, ciclo estral e sua regulacéo enddcrina,
dindmica folicular, o uso da gonadotrofina coridnica equina (eCG) e a

ultrassonografia nos ovinos.

2.1 O Rebanho ovino brasileiro e a raca Santa Inés

O rebanho ovino nacional esta crescendo. Segundo dados fornecidos pelo
IBGE no senso da Producédo da Pecuaria Municipal (PPM) de 2008, houve um
crescimento de 2,4% do rebanho ovino, perante 2007, atingindo um total de
16.628.571 de cabecas. Individualizando as regides geograficas brasileiras

observamos os resultados na tabela 1 a seguir:

Tabela 1 — Efetivo do rebanho nacional de ovinos por regido geogréfica

Regido Geogréfica Ano Variacéo (%)
2007 2008
Norte 521.640 534.478 2,46
Nordeste 9.286.258 9.371.905 0,92
Sudeste 742.078 764.971 3,08
Sul 4.603.241 4.846.667 5,29
Centro Oeste 1.086.238 1.110.550 2,24
Fonte: IBGE

Atualmente, o Brasil é um pais importador de carne ovina, sendo o Uruguai e
a Nova Zelandia, os principais fornecedores. Apesar do crescimento do rebanho
nos ultimos anos, o numero de cabecas ainda permanece muito aquém da
necessidade potencial de consumo. A organizacdo da cadeia do pequeno
ruminante é urgente, em todas as areas e segmentos do mercado. Considerando a

criagdo do ovino, a base da cadeia, a escolha da raga a ser multiplicada € muito
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importante uma vez que ird interferir diretamente na produtividade e qualidade final
do produto.

Dentro do efetivo do rebanho nacional, a raca Santa Inés, considerada raca
nacional deslanada de origem tropical, tem demonstrado uma notavel dominancia
no cendrio nacional (ROCHA; AMARANTE; BRICARELLO, 2004). Destaca-se a
raga por seu potencial de uso, tanto pura, como em cruzamentos, mostrando sua
criacdo em grande escala na regido Nordeste, sua expansdo no Centro-Oeste e
mais recentemente na regido Sudeste do pais (RAMOS et al., 2007). E uma raca
muito promissora para a producdo de carne, pois demonstra precocidade, boa
prolificidade (frequentes partos gémeos), bom rendimento de carcaga, boa
adaptabilidade as condi¢des climaticas do Brasil, grande resisténcia a doencas
ambientais e em condicbes favoraveis, podem ser férteis durante todo ano
(ROCHA; AMARANTE; BRICARELLO, 2004).

Um dos maiores problemas para a industria dos ovinos € a parasitose
gastrointestinal que causa grandes perdas em produtividade e mortalidade dos
animais. Ainda, o uso indiscriminado de agentes anti-helminticos levou a
disseminagdo de parasitas resistentes a alguns principios ativos (GETACHEW;
DORCHIES; JACQUIET, 2007). Uma das alternativas para contornar este problema
€ a selecdo de ragas resistentes as infec¢des gastrointestinais como a Santa Inés,
que comparada a algumas racas de origem européia, demonstrou melhor
resisténcia aos parasitas gastrointestinais (AMARANTE et al., 2004; ROCHA;
AMARANTE; BRICARELLO, 2004; BRICARELLO et al., 2005; COSTA et al., 2007).
Um recente trabalho publicado por Amarante et al. (2009) mostraram que a Santa
Inés no cruzamento com Dorper, llle de France, Suffolk e Texel manteve satisfatorio
grau de resisténcia a infec¢do contra H. contortus, principal parasita gastrointestinal
dos ovinos, comparado as racas puras.

A reproducdo da ovelha Santa Inés pouco segue o padrdo da espécie cujo
ciclo anual é determinado pelo fotoperiodo (horas luz/dia). Em geral, o inicio da
estacdo reprodutiva se da no outono & medida que a luminosidade diaria diminui,
obedecendo ao fotoperiodo decrescente.

Em regibes tropicais, préximos a linha do Equador, onde ndo existe variacao
da luminosidade diaria ao longo do ano, existe uma tendéncia das racas nativas
apresentarem-se como poliéstricas ndo estacionais, ou seja, 0s ciclos estrais

ocorrem o ano todo. Nesse caso, a estacionalidade da atividade reprodutiva esta
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condicionada a outros fatores, tais como, a temperatura e a nutricdo (ROCHA,
AMARANTE; BRICARELLO, 2004) .

Na regido Sudeste do Brasil, por outro lado, as particularidades da atividade
reprodutiva das ovelhas deslanadas ainda ndo sao totalmente conhecidas.
Trabalhos realizados no estado de Sdo Paulo que estudaram a atividade ciclica
reprodutiva ao longo do ano de fémeas das ragcas Suffolk, Romney Marsh e Santa
Inés, demonstraram diferencas consideraveis na incidéncia de estros entre racas
lanadas e deslanadas (COELHO; RODRIGUES; SASA, 2001). Eles demonstraram
gue a maioria dos cios observados nas fémeas lanadas se concentrou durante o
outono e inverno, enquanto nas fémeas da raca Santa Inés, o percentual de estros
foi distribuido equitativamente ao longo do ano. Observacdes de campo mostram
que a fémea Santa Inés pode ter atividade reprodutiva ao longo do ano, nas regides
Sudeste e Centro — Oeste do Brasil, contanto que receba nutricdo adequada nos
periodos da contra estagdo reprodutiva.

2.2 Ciclo estral

O ciclo estral € um conjunto de eventos que se repetem sucessivamente. Nas
ovelhas, em média, o intervalo entre ciclos & de 17 £ 2 dias e se divide entre fase
luteal, do dia 2 (estro = dia 0) até o dia 13 do ciclo e em fase folicular do dia 14 até o
dia primeiro (RUBIANES, 2000). Segundo (TRALDI, 1990) os ciclos estrais tém
duracdo média de 17 dias, variando de 14 a 19, independente da origem do animal.
Porém, a duracédo do cio € variavel entre de 24 a 36 horas nas racas tropicais e
cerca de 45 horas, variando de 12 a 72 horas, nas racas de clima temperado. A
tabela 2 apresenta a divisdo do ciclo estral dos ovinos e as principais caracteristicas
observadas em cada fase.
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. Duragéo Horménio - - . Genitais
Fases | Periodo . § . Ovario Cérvix Vagina Comportamento
(dias) predominante externos
Corpo liteo em
LH re’a;isi;io. Secreta Animal inquieto.
Proestro 2,5 FSH . Secregéo Normais Pode buscar o
. desenvolvimento muco )
Estrégeno . , carneiro.
@ do foliculo pré-
< ovulatério
>
Qe
—
O Descarga ~ Muco
. ré—ovulatéria Ovulagao SPESSO, — gocrecao
1-2 P (24 a 30 horas congestéo . ¢ Vulva .
Estro de LH e copiosa Aceita a monta
(x30h) apos o inicio do das congesta
(6 — 12 horas de de muco
L estro) pregas do
iniciado o estro)
colo
Formacao de um
Progesterona, novo corpq ldteo. Fec.:be.l ° Epitélio Vulva ~ L
Metaestro 2-4 Desenvolvimento orificio . Fémea inativa
FSH . palido normal
de ondas uterino
< foliculares.
L
5
O Corpo liteo
Progesterona, . e
FSH funcional. Orificio Vulva
Diestro 10-12 . Desenvolvimento uterino Palida Fémea inativa
Prostaglandina normal
g de ondas fechado
(lutedlise) .
foliculares
Fonte: Morello e Chemineau, 2008
2.3 Regulacédo enddcrina do ciclo estral e a dinamic  a folicular

Os ciclos estrais estdo associados a multiplas modificacbes neuroendocrinas

e dependem da interacdo coordenada de diversos oOrgaos. O sistema nervoso
central, por acdo do hormdnio liberador de gonadotrofina (GnRH), estimula a
adenohipofise a sintese e secrecdo dos hormoénios luteinizante (LH) e foliculo
estimulante (FSH). Essas gonadotrofinas hipofisarias estimulam os ovarios a
esteroidogénese dos hormonios progesterona e estrogeno e junto a estes promovem
o desenvolvimento dos foliculos ovarianos e a ovulagdo (MORELLO; CHEMINEAU,
2008).

A fase folicular inicia-se quando a concentracdo dos niveis plasmaticos de
progesterona diminui abaixo de 1ng/mL (SOUZA et al., 2008) como consequéncia da
acdo da prostaglandina uterina sobre o corpo luteo. Isso permite a elevacdo da

concentragcdo plasmética de estrogeno, importante na aparicgdo do comportamento
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sexual e o incremento da frequéncia dos pulsos de LH. A secre¢éao de LH, uma vez
iniciado o estro, aumenta até alcancar uma descarga pré - ovulatoria. A duracdo do
pico varia entre 8 e 12 horas e a ovulacdo ocorre 24 horas ap0s o pico de LH
(CUMMING et al., 1971). Godfrey et al. (1999) apés tratamento com CIDR por 12
dias, obteve o pico de LH entre 30 e 48 horas da retirada do dispositivo vaginal. A
ovulacdo ocorreu 27 horas apoés o pico de LH.

ApOs a ovulacéo inicia-se a fase lutea do ciclo estral. Ela corresponde a 80%
do ciclo e ir4d finalizar com a lise do corpo Iuteo pela liberagcdo uterina de
prostaglandina (PGF2a). Nesta fase, esta presente o corpo lateo responsavel pela
secrecdo de progesterona. Sua formacédo ocorre em seguida da ovulacdo com a
luteinizacdo das células da granulosa do foliculo ovulatério. O corpo Idteo é
constituido de células grandes, oriundas da granulosa, maiores produtoras de
progesterona e insensiveis aos pulsos de LH e de células pequenas, oriundas da
teca, pouco produtoras de progesterona, porém sensiveis ao LH (BAIRD, 1992;
SANGHA, 2002). Com o desenvolvimento do corpo luteo, o nivel plasméatico de
progesterona secretada por ele aumenta (VINOLES; FORSBERG; RUBIANES,
2000) e alcanca um platoé no oitavo dia do ciclo a uma concentragcéo de 3 — 4 ng/mL
(MORELLO; CHEMINEAU, 2008). Na fase luteal foliculos ovarianos emergem sob
aumento da concentracdo de FSH. Devido a alta concentracdo de progesterona
neste periodo e por isso a diminuicado da frequéncia de liberacdo dos pulsos de LH,
os maiores foliculos dependentes deste horménio regridem e uma nova emergéncia
folicular se inicia. Esse padrdo de crescimento e involugdo folicular € conhecido
como ondas foliculares, observado tanto na estagéo reprodutiva (GINTHER; KOT;
WILTBANK, 1995; EVANS et al.,, 2000) quanto no anestro sazonal (SOUZA;
CAMPBELL; BAIRD, 1996; BARTLEWSKI et al., 1998). As ondas emergem em
intervalos de 4 a 6 dias, sendo mais frequente trés ondas foliculares por ciclo
(LEYVA; BUCKRELL; WALTON, 1998; VINOLES; FORSBERG; RUBIANES, 2000)
(Figura 1).
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Figura 1 — Dinamica folicular [maior foliculo da onda 1 ( O), maior foliculo da onda 2 ( @) e foliculo
ovulatério ( )] e sua relagdo com as concentragdes circulantes de progesterona (linha

preta), FSH

) e estrogeno (-) em ovelhas durante o intervalo interovulatério

Obs: A concentracdo de progesterona desta figura estd em nmol/L cuja conversédo para
ng/mL pode ser feita dividindo o valor observado no gréfico pela constante 3.18. Fonte —

GlobalRPh.com

Nos pequenos ruminantes, uma onda folicular € definida como a emergéncia

de um grupo de pequenos foliculos antrais (2 a 3mm) que atingem um diametro = 5

mm até a regressdo ou ovulacdo. Destes foliculos, de um até trés continuam o

crescimento (sdo chamados de dominantes) e adquirem diametro = 5 mm, enquanto

os restantes médios (4 — 5mm) e pequenos (2 — 4mm) entram em atresia. Por sua

vez, o foliculo dominante ovula ou entra em atresia € uma nova onda inicia-se num

intervalo de aproximadamente 5 dias (entre 3 a 7 dias) (MENCHACA et al., 2010).

O foliculo dominante é aquele que, para finalizar seu crescimento, tem a

habilidade de alterar sua dependéncia do FSH pelo LH, adquirindo receptores nas

células da granulosa para este horménio. A dominancia folicular € o processo onde



24

um ou mais foliculos antrais numa onda excedem os demais foliculos (subordinados)
em taxa de crescimento e tamanho, em ambos os ovéarios (GINTHER et al., 1996).

A dominancia folicular em pequenos ruminantes € um assunto controverso
(THATCHER et al., 1991). Apesar de evidéncias mostrarem este efeito entre os
pequenos ruminantes (EVANS et al., 2000; RUBIANES; MENCHACA; CARBAJAL,
2003) algumas comparagbes com os bovinos sugerem uma dominancia atenuada
nos ovinos. A habilidade do foliculo dominante em bloquear a emergéncia da
primeira onda folicular nos ovinos foi demonstrada por Evans et al. (2002) e da
segunda onda folicular por (SEEKALLU; TOOSI; RAWLINGS, 2009). Gonzalez-
Bulnes e Veiga-Lopez (2008) relataram evidéncias do efeito intraovariano do foliculo
dominante bloqueando outros foliculos no ovario ipsilateral a ele.

Menchaca e Rubianes (2004) em um trabalho de revisdo reuniram as
caracteristicas mais frequentes da dinamica folicular ovina a seguir: 1) pelo menos
um foliculo atinge o diametro = 5 mm por onda; 2) o maior foliculo de cada onda
cresce por 5-7 dias, com uma taxa de crescimento por volta de 1mm/dia; 3) o
diametro maximo do maior foliculo difere entre as ondas; 4) a medida que a fase
luteal avancga, a concentracdo plasméatica de progesterona eleva-se, o “turnover”
folicular (renovacgédo folicular) é facilitado e os intervalos entre as ondas tornam-se
menores do que durante a fase luteal inicial; 5) durantes as fases luteal intermediaria
e final, os foliculos que ndo crescem acima de 4mm né&o fazem parte do fenémeno
da onda. Sugere-se neste caso que estes foliculos representam um pool de foliculos
em dinamica subjacente; 6) os maiores foliculos, presentes nos ovarios no dia da
lutedlise, sdo aqueles que irdo ovular; 7) na maioria dos ciclos com duas ovulagdes,
os foliculos ovulatorios emergem como parte da mesma onda folicular, mas em
alguns casos eles podem ter emergido em ondas foliculares diferentes; 8) as duplas
ovulagcbes ocorrem com um intervalo de 24 horas entre as mesmas.

A emergéncia da onda folicular é precedida por um aumento na concentracao
de FSH, que tende a diminuir devido a uma correlacdo negativa com o estradiol e a
inibina produzidos pelo maior foliculo da onda (VINOLES et al., 2002). Segundo
Bartlewski et al. (1999) existem grandes varia¢cdes na amplitude do pico enddégeno
de FSH entre as ovelhas e Ginther, Kot e Wiltbank (1995) comentam que o ritmo
endogeno da secrecdo deste hormonio estimula e sincroniza a emergéncia de ondas
dentro e fora da estacdo de monta. Assim como a emergéncia folicular depende do

FSH, o crescimento e a maturagao final dos foliculos a partir dos trés milimetros de
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diametro dependem do LH (PICTON; TSONIS; MCNEILLY, 1990; MCNEILLY;
CROW; CAMPBELL, 1991)

Regulado pela progesterona a frequéncia de secrecéo de LH é baixa durante
a fase luteal do ciclo, na ordem de 1 a 2 pulsos a cada 6 horas. Por outro lado,

durante a fase folicular, a frequéncia de pulsos de LH aumenta para > 1 pulso por

hora, mas com reduzida amplitude se comparado a fase luteal (RAWLINGS; COOK,
1993). Portanto, a menor frequéncia de pulsos de LH durante a fase luteal impede o
desenvolvimento final do foliculo enquanto o aumento da frequéncia destes pulsos,
na fase folicular, permite a maturagao final e a ovulacdo. Evidéncias mostram que,
na ovelha, a principal atuacdo da progesterona na fase luteal ocorre no hipotalamo,
decrescendo a frequéncia dos pulsos de LH e aumentando sua amplitude, enquanto
na fase folicular, o E2 atua na hipofise diminuindo a amplitude dos pulsos sem afetar
a frequéncia (GOODMAN; KARSCH, 1980; GOODMAN; BITTMAN; FOSTER, 1982).

Seekallu, Toosi e Rawlings (2009) demonstram que o aumento da freqtiéncia
de pulsos de LH durante a fase luteal, induzido pela administracdo exégena do
GnRH, permite o crescimento folicular a tamanhos ovulatorios. Eles observam
também que a secre¢do de progesterona na ovelha durante a fase litea € pulsétil,
sendo cada pulso correlacionado a um pulso de secrecdo de LH. Com isso,
aumentando-se a frequéncia de pulsos de LH durante a fase luteal, a valores
similares aos da fase folicular, aumenta - se a habilidade do corpo luteo em secretar
progesterona.

Na fase folicular a queda do nivel plasmatico de progesterona promove um
feedback positivo entre o estradiol produzido pelo foliculo dominante, o GnRH e o
LH produzidos a partir do eixo-hipotalamico-hipofisario. O gradual aumento na
secrecédo de estrogeno pelo foliculo ovariano eleva a frequéncia dos pulsos de LH e
ambos horménios em seus maiores niveis plasméticos culminam nos principais
eventos deste periodo: estro e ovulagéo.

Os estrogenos regulam diretamente a foliculogénese, a ovulacéo, a formacao
do corpo luteo, a expressdo dos receptores para gonadotrofinas nas células da
granulosa, a apoptose destas e a producdo de esterdides pelas células da teca, da
granulosa e luteas (JANSEN et al., 2001; ROSENFELD et al., 2001). Este horménio
€ liberado durante todo o ciclo estral e duas elevacdes maiores sdo observadas
dentro do ciclo. A maior delas ocorre no inicio da fase lutea, isto €, do quarto ao

sexto dia apOs o pico de LH, enquanto a outra durante o segundo ou terceiro dia



26

antes do pico pré-ovulatério de LH. Nos demais momentos da fase litea, o E2
permanece em nivel basal, sem alteracdes consistentes (HAUGER; KARSCH,;
FOSTER, 1977).

2.3 Protocolos hormonais de sincronizagéo do estro

A sincronizacdo do estro € um procedimento de manejo reprodutivo para
aumentar a proporcao de ovelhas gestantes em um curto espaco de tempo e
proporcionar o nascimento uniforme de cordeiros. Para isso, sao utilizados
protocolos hormonais que controlam ou mimetizam a atividade ovariana com o
objetivo de melhorar a taxa de fertilidade e a eficiéncia reprodutiva destes animais,
durante ou fora da estacéo reprodutiva.

A manipulagdo reprodutiva das ovelhas pode ser obtida com o uso de
prostaglandina em dose Unica, em duas doses intervaladas de dez dias durante a
estacdo de monta (FONSECA; BRUSCHI, 2006) ou ainda por uma combinacdo dos
horménios prostaglandina e progesterona (ou progestagenos), além do uso ou nao
do eCG (gonadotrofina coridnica equina). Existem varios protocolos de
sincronizacao de estro e estes variam também quanto a sua duracao.

A eficacia da aplicacdo da prostaglandina depende da funcionalidade do
corpo lateo que responde melhor a partir do 5° dia do ciclo estral (RUBIANES, 2000).
O intervalo entre a aplicacdo e a observacao do cio é variavel, entre 24 e 72 horas,
devido a fase de desenvolvimento folicular no momento da aplicacédo. Portanto, é
necessario associar a prostaglandina a outros horménios para conferir uma melhor
sincronizagao do estro (BICUDO; SOUSA, 2003).

Em programas reprodutivos tradicionais a progesterona e seus analogos séo
utilizados por periodos de 12 a 14 dias, equivalendo ao tempo de vida de um corpo
liteo. Estes protocolos se mostram eficientes na sincronizacdo do estro, porém com
resultados de fertilidade variaveis (AINSWORTH; WOLYNETZ, 1982; LEYVA;
BUCKRELL; WALTON, 1998; RUBIANES, 2000; BOSCOS et al., 2002). Segundo
Menchaca e Rubianes (2004) os protocolos tradicionais sdo antigos e nao

consideram os conhecimentos da dinamica folicular.
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Ungerfeld e Rubianes (1999) avaliaram a eficdcia dos tratamentos com
esponjas de medroxiprogesterona (MAP) por 6, 9 e 12 dias com a administragéo do
eCG, durante o anestro estacional. Os resultados mostraram-se semelhantes entre
os tratamentos, concluindo que estes protocolos podem ser utilizados na inducédo do
estro em ovelhas. Analisando diversos estudos, Vifioles et al. (2001) atribuiram os
bons resultados das taxas de fertilidade dos protocolos curtos (87% de prenhez) em
comparacao aos longos (63% de prenhez) principalmente pela ovulacéo de foliculos
mais jovens. Ungerfeld e Rubianes (2002), no anestro sazonal de 2002, obtiveram
no protocolo de 6 dias e 380Ul de eCG na retirada do CIDR, 95% de estro 40 horas
apos a retirada do dispositivo vaginal e taxa de concepcéo de 59,6%.

Estudo dos efeitos da progesterona sobre a dinamica folicular em ovinos
demonstram que protocolos longos e concentracdes subluteais de progesterona
promovem um excessivo crescimento folicular e persisténcia do maior foliculo
comenta Vifioles (1999), pois aumentam a frequéncia dos pulsos de LH, mas nao
ocasionam a ocorréncia do pico de LH (MENCHACA; RUBIANES, 2004). Trabalhos
com sincronizacdo de cios em que foram utilizados 12 dias de progestagenos,
provocaram a ovulagdo de “foliculos velhos” (FLYNN et al., 2000). Em bovinos, a
ovulacdo destes “foliculos velhos” € seguida por baixa fertilidade (AUSTIN et al.,
1999). Estas observagbes indicam que os tratamentos com elevados niveis de
progesterona, por periodos curtos, podem controlar melhor a dinamica folicular e
aumentar a taxa de concepc¢do, quando comparado aos tratamentos por longos
periodos (MENCHACA; RUBIANES, 2004). Contrariamente, Evans et al. (2001)
concluiram que dentro do protocolo de sincronizagdo de 14 dias de progestageno
algumas ovelhas irdo ovular foliculos velhos, mas isto ndo causara nenhum efeito
adverso na fertilidade, incluindo taxa de fecundac&o e inicio do desenvolvimento
embrionério.

Bicudo e Souza (2003) constataram diferenca entre os protocolos de 6 e 12
dias no numero de ovelhas em estro, observando menor dispersao para o protocolo
de curta duracdo. Concluiram que o protocolo de seis dias foi eficaz na
sincronizagao do estro de ovelhas Suffolk durante a estacéo de reproducéao, com a
totalidade delas manifestando cio em até 72 horas apds a retirada da esponja de
medroxiprogesterona. Contrariamente, Ustuner et al. (2007) observaram que o
protocolo de 12 dias resultou em maior sincronizacdo do estro quando comparado

ao de 6 dias, contudo, ambos os tratamentos resultaram em taxas de prenhez
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semelhantes. Recentemente, Santos et al. (2009) compararam os dispositivos de
MAP e CIDR entre os protocolos de 6 e 14 dias, todos recebendo 300Ul de eCG na
retirada do dispositivo e prostaglandina apenas no grupo D6. Este trabalho realizado
em ovelhas Santa Inés resultou em diferenca significativa para a apresentacdo do
estro, superior para o grupo CIDR em relacdo ao MAP. O tempo de tratamento néo
influenciou os resultados assim como as taxas de prenhez foram semelhantes. Os
trabalhos de Ustuner et al. (2007) e Santos et al. (2009) concluiram que os
protocolos de curta duracdo podem ser utilizados como alternativa aos de longa
duracéo e por facilitar o manejo, Santos recomenda o de curta duragdo com CIDR.

As controvérsias apresentadas quanto ao tempo de exposicdo dos
dispositivos vaginais nas ovelhas reforcam a idéia de que ndo ha um protocolo
definido de sincronizacao de cios até o momento. Sendo assim, atribui-se a escolha
da duracdo do protocolo sobre fatores como (1) o crescimento dos foliculos em
padrdo de ondas, (2) a emergéncia folicular a cada 3 e 7 dias, (3) 0 aumento da
concentracdo de progesterona causar um turn over folicular (VINOLES;
FORSBERG; RUBIANES, 2000), (4) o aumento dos indices de vaginites e
aderéncias quanto maior for a exposi¢cédo do dispositivo na vagina e (5) o manejo do
periodo de servi¢o pos parto (Figura 2).

O manejo reprodutivo dentro do periodo de servigo (intervalo entre o parto e a
nova concepcao) contribui diretamente para o sucesso da producao dos ovinos, cujo
objetivo final € a reproducdo atingir os 3 partos em 2 anos. Medeiros e Espirito
Santo (2004) destacam a importancia da eficiéncia produtiva no resultado
econdmico global da ovinocultura e ressaltam o uso intensivo de tecnologia no
sistema de producédo. Eles demonstraram que a reproducéo tecnificada com manejo
reprodutivo acelerado € uma alternativa viavel para a atividade, indicando que a
aplicacao de recursos em ativos produtivos gera maior rentabilidade, pois diminui a
proporcao dos ativos imobilizados em relacdo a escala de producéo.

De maneira geral, o sucesso da producdo acelerada em ovinos ou 3 partos
em 2 anos pode ser entendida se for comparada a uma referéncia conhecida, os
bovinos. A proporcdo de ovelhas para cada vaca € de 8:1 aproximadamente, um
valor obtido pela divisdo do peso de uma vaca adulta (450 kg) pelo peso de uma
ovelha adulta (50 kg). A diferenca do resultado obtido nesta conta € corrigida pelo
maior consumo percentual de matéria seca por Kg nos ovinos (3 a 4% de matéria
seca) em comparagao aos bovinos (2,5 a 3%) (ASSUMPCAOQ, 2006).



29

Se considerarmos o periodo médio de 36 meses, que equivale a venda de um
novilho com peso médio de 15 arrobas (225 Kg de peso limpo), cada ovelha no
sistema 3 partos em 2 anos pariu em média 4 vezes. Na proporcéo 8:1, havera uma
meédia de 32 borregos nascidos, que no peso de abate de 30kg, produzira 960 Kg de
peso vivo ou 480 kg de peso limpo. A venda da carne, por motivo de uma cadeia
produtiva desorganizada tem seu valor depreciado e ndo existem indices oficiais.
Por exemplo, se considerarmos o preco do quilo limpo a R$ 5,00 o produtor de ovino
terd uma receita bruta de R$ 2400,00 em venda de carne ao passo que o produtor
de bovino tera um receita de R$ 1155,75 (1@ = R$ 77,05 na cotacdo BM&FBovespa
de 01 de fevereiro de 2010) no mesmo periodo de producéo.

Contudo, conseguir os 3 partos em 2 anos e aumentar a produtividade
depende de manejo nutricional e sanitario eficientes, adocdo de protocolos de
sincronizagdao na estacdo e contra estacéo reprodutiva e o melhor aproveitamento

da estagcdo de monta com protocolos que se adéquem a ela (Figuras 2 e 3).

Concepcao Parto Concepcao

Periodo de concepgao Periodo de concepcd
~ pgao
DESCANSO 55 dias Gestagao DESCANSO | 55 dias

I 150 dias I
| |
D-35

eriodode servico
90 ¥

Intervaloentre Eartos de 8 meses

e, AL e P e ate

Figura 2 — Manejo reprodutiva para 3 partos em 2 anos para ovinos

A gestacdo dos ovinos é de 150 dias ou 5 meses. ApOs o parto existe um
periodo chamado de anestro pds parto definido como o periodo transcorrido do parto
até a manifestacdo do primeiro estro fértii (HAFEZ; HAFEZ, 2004). Esse periodo
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estende-se aproximadamente por 25 dias até ocorrer o restabelecimento do eixo
hipotdlamo — hipdfise — gonadal (ANDRIOLI; SIMPLICIO; MACHADO, 1989).
Contudo, ele pode variar devido a lactacdo ou um inadequado ambiente uterino
(ANGULO; GALLEGO; PALOMARES, 2008). A primeira ovulacao poés-parto em
ovelhas que parem durante a estacdo de monta ocorre dentro de 20 dias e ndo esta
associada com cio evidente. Outros fatores que influem sobre o retorno da atividade
ovariana incluem a amamentacdo, a raca, a nutricdo e a temperatura ambiente
(HAFEZ; HAFEZ, 2004). Simplicio e Souza (1999) observaram em ovelhas, da raca
Santa Inés, um intervalo médio entre o parto e o primeiro estro pos-parto de 40,70 *
3,18 dias para animais que ficaram no grupo de amamentagdo continua e 28,30 *
2,92 dias para os de amamentacdo controlada. Ainda, o grupo que recebeu
tratamento de amamentagcdo continua, o primeiro estro teve 80% dos foliculos
ovulatérios e 20% nao ovulatorios, e no grupo da amamentagdo controlada 97% dos
estros foram ovulatérios e 3,0% n&o ovulatorios.

A duracado do anestro pos-parto dependera do manejo nutricional prévio e da
condicao corporal ao parto e esta regulado pela época, estagio de lactacdo, nimero
de crias amamentadas como também pela presenca do macho.

Um longo anestro pés parto prejudica a estagdo de monta e os 3 partos em 2
anos. Ao mesmo tempo, a escolha do protocolo de sincronizagéo para o periodo de
servico influi no manejo da propriedade. A estacdo de monta (EM), em particular
quando implantada conjuntamente com a inseminacdo artificial (IA), leva a
programacao de atividades e contribui fortemente para a organizagéo e gestdo da
unidade produtiva. A estacdo de monta para a fémea ovina pode ter uma duragcao de
35 dias a 49 dias (SIMPLICIO; FREITAS; FONSECA, 2007). A figura 3 mostra o
protocolo de 9 dias como alternativa racional para o0 manejo reprodutivo na estacao
de monta. Ele permite uma rapida sincroniza¢do no inicio da esta¢do e dois manejos
reprodutivos subsequentes antes do diagnéstico de gestacdo aos 35 dias pés monta
natural ou inseminacéo artificial. Como as fémeas permanecem sincronizadas, um
altimo manejo de repasse € possivel no protocolo de nove dias, antes do término da

estacao de monta.
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Periodo de concepcao de 55 dias

I I I I I 150 dias
I a0 50 60 70 80
D-35 D-90
us

protocolo 14 dias [ NNRNREEEIDDN [ 5 I
Protocolo 12 dias [N [ : ]
protocolo9dias [ NNNNEGD 1 : ]
Protocolo 6 dias [ [ 1 [

Legenda: A duracao do protocolo esta representado em (- ), o ciclo estral de 17 dias em (|:| )e
a duragéo do estroem ( [_])

Figura 3 — Intervalo parto concepcao das ovelhas e os diferentes protocolos de sincronizacéo de cios

2.4 O uso do eCG (Gonadotrofina Coriénica Equina)

O eCG € um hormonio glicoprotéico secretado pelos calices endometriais de
éguas gestantes. E uma gonadotrofina capaz de se ligar aos receptores foliculares
de LH e FSH, ou seja, possui atividades foliculo-estimulante e luteinizante, com
meia-vida de aproximadamente 46 horas (MURPHY; MARTINUK, 1991). Ele
interfere no eixo hipotalamico-hipofisario-ovariano e nos mecanismos regulatorios
intraovarianos, devido a sua vida média longa e a sua atividade de FSH e LH. Estas
propriedades ndo sdo somente benéficas, mas também tém seus efeitos negativos
na sequéncia fisiolégica normal do desenvolvimento folicular e maturacéo oocitéria
(DONROV; BATSAIHAN, 1998). Driancourt, Gougeon e Royere (1993) relataram
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gue as gonadotrofinas do tipo eCG podem afetar os mecanismos responsaveis pelo
crescimento folicular e aumentar a taxa ovulatéria pelo recrutamento de foliculos de
menor diametro com odécitos imaturos. Também concluiram que o emprego do eCG
resultou em maior taxa de partos gemelares atribuida ao efeito superovulatério
dessa gonadotrofina.

Muitos dos tratamentos de sincronizagdo incorporam uma injecao de
gonadotrofina coribnica equina (eCG) a qual aumenta a ocorréncia e a velocidade da
ovulacdo, além de favorecer a fertilidade. Rubianes, Castro e Kmaid (1998) e
Marques, Campos Filho e Baruselli (2003) constataram que o0 uso isolado de eCG
produz uma resposta menos eficiente quando comparado ao horménio combinado a
progesterona/progestagenos exogenos, aumentando a fertilidade. Além disso, a
administracdo desta gonadotrofina ao final do protocolo longo de sincronizacdo pode
compensar os efeitos deletérios do longo periodo de exposicdo ao progestageno
recrutando novos foliculos (NOEL et al., 1994). Cardwell, Fitch e Geisert (1998)
mostraram que o inicio do estro e a ovulacdo se manifestou mais rapida e
uniformemente como resultado da combinacdo do progestageno com o eCG, em
ovelhas, e que o seu uso favorece a fertilidade durante o anestro sazonal (BOLAND;
LEMAINQUE; GORDON, 1978; ZELEKE, 2005).

Rodrigues et al. (2004) em um trabalho realizado em Belém (Brasil)
concluiram que a utilizacdo da eCG associada ao progestageno € necessaria para
uma eficiente inducao e sincronizacao do estro em ovelhas das racas Morada Nova
e Santa Inés e que as doses de 200, 300 e 400 Ul desta gonadotrofina permite taxa
de ovulagdo satisfatoria, sem risco de superovulacdo. Langford, Hinsworth e
Wolynetz (1982) comentaram que os protocolos de sincronizag¢do de cios com eCG
estdo bem estabelecidos sendo que uma unica aplicacdo no dia da retirada do
dispositivo intravaginal, é suficiente para melhorar a resposta ovariana, taxa de
prenhez e aumento da prolificidade. Monreal, Leite e Bakarji (2008) compararam o
uso do dispositivo CIDR por 9 dias e a aplicacdo do eCG 48 horas antes da retirada
do dispositivo vaginal ou no dia da retirada do mesmo. Concluiram que a aplicacao
de eCG (300 Ul) no dia da retirada do dispositivo intravaginal apresentou melhor
resultado para fertilidade (81%) em relagao ao outro grupo.
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2.5 Ultrassonografia nos ovinos

Os primeiros estudos para entender o que ocorria durante o ciclo estral dos
ovinos foram realizados por laparotomias exploratérias, laparoscopias seriadas ou
através de materiais obtidos em frigorificos (BRAND; JONG, 1973; DRIANCOURT;
GIBSON; CAHILL, 1985; NOEL; BISTER; PAQUAY, 1993). Apesar de algumas
informacdes adquiridas por estes meios serem contraditorios, a primeira inferéncia
sobre o desenvolvimento folicular dos ovinos seguir um padrdo de ondas foi feita em
1973 por Brand e Yong. A confirmacao desta observagao ocorreria por volta dos
anos 90 com a incorporagao da ultrassonografia transretal (GINTHER; KOT, 1994;
RAVINDRA et al., 1994; RUBIANES; DE CASTRO; CARBAJAL, 1996) promovendo
grandes avancos no conhecimento da fisiologia reprodutiva desta espécie.

A ultrassonografia retal € uma técnica ndo-invasiva que tem sido utilizada
para o freqiente monitoramento de mudangas morfologicas nos 6rgaos reprodutivos
de animais conscientes e com minimo estresse. Esta técnica facilitou o estudo do
controle enddcrino de foliculos antrais em desenvolvimento durante todo o ciclo
estral assim como os efeitos ovarianos de varios tratamentos hormonais nas ovelhas
(WU et al., 2009).

A imagem ultrassonografica € o produto da reflexdo e dispersdo dos pulsos
ultrassonograficos de alta freqiiéncia pelas interfaces de tecidos acusticos. Quando
os pulsos (ecos) refletidos alcangam o transdutor, eles sdo convertidos em impulsos
elétricos que sdo transmitidos ao processador do computador para gerar as
imagens. A imagem ultrassonografica bidimensional consiste em multiplos quadros
de elementos de figuras chamados pixels, que diferem em valor numéricos de 0
(zero) (preto absoluto) a 255 (branco absoluto). Tecidos de diferentes densidades
causam diferentes reflexdes; interfaces largas e lisas sao geralmente mais brilhantes
do que as menores interfaces (LIU, 2007).

Em estudo para determinar a confiabilidade da técnica ultrassonografica retal
(SOUSA et al., 2006) avaliaram a morfometria das estruturas ovarianas em cabras
da raca Saanen.

Eles encontraram uma correlacdo de 0,86 entre corpos hemorragicos

verificados por ultrassom e posteriormente por laparotomia. Vifioles e Forsberg
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(2004) concluiram que o ultrassom transretal € um método preciso para estimar o
tamanho e o nimero de corpos luteos e foliculos ovarianos na ovelha.

Hoje, a ultrassonografia transretal € aplicada em diversos segmentos com
eficiéncia comprovada para diagndstico gestacional em ovinos, segundo Dias et al.
(2009) e é descrita por Wurst, Dixon e Inskeep (2007) como uma técnica segura e
de baixo estresse, uma vez que para exames gestacionais nao foi observado
diferenca estatistica entre a taxa de gestacdo e a prolificidade das ovelhas

submetidas ou ndo ao exame ultrassonografico retal.
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3 OBJETIVO

Os objetivos do presente estudo foram:

1. Caracterizar a dindmica folicular da ovelha Santa Inés no protocolo de 9 dias
de dispositivo vaginal, sem e com a administracao do eCG.

2. Avaliar o novo dispositivo Primer - PR®.



MATERIAL E
METODO
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4 MATERIAL E METODO

O material e método abordara os temas relacionados ao manejo e execucao
deste trabalho assim como as metodologias empregadas para a elaboracdo das

andalises estatisticas.

4.1 Animais e instalagbes experimentais

A realizagdo deste trabalho contou com 22 ovelhas da ragca Santa Inés.
Ambos os experimentos foram conduzidos no periodo da estacdo de monta, entre

marco e abril de 20009.

4.1.1 Experimento 1

O experimento 1 foi realizado no Hospital Veterinario de Ruminantes da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da USP (FMVZ/USP) em S&o Paulo
(23°34’'S; 46°44°0), no més de marco de 2009. Dez fémeas ovinas (n=10) da raca
Santa Inés com escore variando entre 2,5 e 3 e comprovada fertilidade (multiparas),
foram aleatoriamente distribuidas em 2 baias. Previamente ao inicio das atividades
as fémeas foram ambientadas ao local recebendo visitas constantes dos integrantes
da pesquisa. Racdo e feno consistiram a base da alimentacdo; sal mineral

(Ovinof6s® — Tortuga) e 4gua eram fornecidos & vontade.
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4.1.2 Experimento 2

Realizou-se este experimento nas instalacbes do Departamento de
Reproducdo Animal (VRA) da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da
USP em Sé&o Paulo (23°34'10"S; 46°44'20"0). Doze fémeas ovinas da raga Santa
Inés, de comprovada fertilidade (multiparas) e escore entre 2,5 e 3, foram alojadas
em baia na presenca das ovelhas existentes no departamento (Figura 4). Os animais
deste experimento também receberam visitas diarias dos participantes para costume
e ambientacdo com o manejo que iriam receber. As ovelhas foram tratadas com

racdo e feno. Sal mineral (Ovinof6s® - Tortuga) e &gua eram mantidos & vontade.

Figura 4 - Ovelhas do Experimento 2
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4.2 Manejo de adaptacdo dos animais ao novo ambient e

Os animais de ambos o0s experimentos foram trazidos de propriedades
localizadas no interior de Sdo Paulo onde se encontravam soltas em piquetes. O
manejo de adaptacdo ao novo ambiente durou aproximadamente 30 dias. Consistiu
na ida diaria dos participantes ao encontro das ovelhas de forma a elas
acostumarem com a presenca dos pesquisadores. Na nossa chegada, antes do
contato visual, o termo “oi meninas” era aclamado. Posteriormente entravamos na
baia e esperavamos elas se acalmarem. Em seguida, forneciamos racdo em nossas
maos e aguarddvamos pacientemente a coragem de uma delas vir buscar o
alimento para que as outras a seguisse. No momento que comiam a racao,
passavamos a mao nelas para costume do contato. Com a repeticdo deste método
observamos calma e confianga dos animais para realizagcdo dos exames retais ou
coletas de sangue (Figura 4). Isto contribuiu para a execugéo dos repetidos exames,
uma vez que o acompanhamento das estruturas ovarianas nos ovinos € um
procedimento demorado e requer além da experiéncia do operador, paciéncia e

tranquilidade de todos (pessoas e animais).

4.3 Sincronizagao do estro

Previamente ao inicio dos experimentos observou-se o estagio reprodutivo
das fémeas via exame ultrassonogréfico. Todas estavam ciclando pela presenca de

corpos luteos nos ovarios.
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4.3.1 Experimento 1

Neste experimento 10 ovelhas foram utilizadas. No dia denominado como dia
zero ou DO, introduziu-se o dispositivo de progesterona 0,4g (Primer-PR® -
Tecnopec) com auxilio de um aplicador e lubrificacdo com gel (GLT® — Tecnopec)
(Figura 5).

Figura 5 — Passos para colocac¢éo do dispositivo vaginal

Os mesmos permaneceram na vagina por 9 dias e juntamente com sua
retirada (D9), aplicou-se por via intramuscular, 0,4mL de prostaglandina (d-
cloprostenol - Prolise® - Tecnopec) (Figura 6).
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4.3.2 Experimento 2

Previamente ao inicio do experimento 2 as ovelhas foram sincronizadas com
duas doses de prostaglandina (Prolise® - Tecnopec) com intervalo de 7 dias. Ao
constatar o cio por rufiagdo, o protocolo foi iniciado nos mesmos moldes do
experimento 1. Além da prostaglandina no D9, houve também a aplicacdo de 250Ul

ou 1,0mL de eCG (Folligon® — Intervet) por via intramuscular (Figura 7)

Ultrassom 24 — 24 horas Ultrassom 12 — 12 horas

A A
- Y N

D-3 DO D9 D13

| [ Dispositivo de P4 } Cio e Monta Natural |

0,4mL PGF2a

e COLETA DE SANGUE s

Figura 6 — Fluxograma de trabalho do Experimento 1

Ultrassom 12 — 12 horas

N
4 A
D-13 D-3 DO D9 D 13
|_|_i Dispositivo de P4 } Observagdo de cio |
t
Pré
sincronizagdo 0.4mL PGF2a
+1,5mL eCG

T COLETA DE SANGUE [t

Figura 7 — Fluxograma de trabalho do Experimento 2



43

4.4 Ultrassonografia

Para os exames ultrassonograficos, as ovelhas foram divididas em 2 grupos
sendo 10 ovelhas para o experimento 1 e 12 ovelhas para o experimento 2. No
momento do exame elas eram posicionadas dentro do tronco de manejo especifico

para facilitar o manejo (Figura 8).

4.4.1 Experimento 1

Os exames ultrassonograficos para o acompanhamento da dinamica folicular
foram realizados de 24 em 24 horas desde 3 dias (D — 3) antes da colocacao do
dispositivo vaginal (D0) até a sua retirada 9 dias apds (D9). Deste momento em
diante, os exames passaram a ser realizados de 12 em 12 horas até a ocorréncia da
ovulacéao.

No momento do exame, o transdutor posicionado via retal, foi rotacionado
lateralmente e, quando apropriado, a imagem foi congelada para que as medidas
através da média entre altura e largura da cavidade antral folicular fossem
realizadas. Desenhos esquematizados dos ovarios com a posicao relativa dos
foliculos foram anotados em fichas individuais.

O equipamento ultrassonografico utilizado neste trabalho foi o ALOKA SSD-
500, Berger, Brasil, com scanner no modo-B, equipado com transdutor linear de 5,0
MHz adaptado a um suporte para facilitar a manipulacdo no reto do animal. Para a

lubrificacdo do transdutor foi utilizado gel especifico para este fim.

4.4.2 Experimento 2

Neste experimento os exames ultrassonograficos forma realizados apés a
retirada do dispositivo vaginal, de 12 em 12 horas, até a ocorréncia da ovulagao.
Todos os cuidados e procedimentos séo iguais aos descritos para 0 experimento

um.
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4.4.3 Manejo dos animais na ultrassonografia

Em ambos os experimentos, em alguns momentos houve dificuldade na
visualizacdo dos ovarios ou estes pareciam invertidos de posicao. Para contornar
esta situacdo, trés procedimentos foram realizados para conseguir um eventual

deslocamento ovariano para uma posic¢ao visivel:

a) Levantar a barriga: Como se fosse um abraco, a barriga da ovelha era

levantada ou levantada e chacoalhada.

b) Tronco com palanque: A ovelha era posicionada num palanque na tentativa
de deslocar o utero para tras e permitir a visualizacao ovariana. Este método

mostrou-se bastante eficaz no decorrer dos experimentos (Figura 8).

c) Trote: em algumas situacdes as ovelhas eram colocadas para trotar ou correr

na expectativa de mover as al¢as intestinais da frente dos ovarios.

A i A

Figura 8 — Tronco de manejo com o palanque
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As metodologias descritas nos tépicos a e ¢ foram comprovadas por Karen et
al. (2004) como maneiras para facilitar a visualizagdo ultrassonografica das

estruturas ovarianas.

4.5 Rufiacdo e monta natural

O manejo de rufiacdo teve como objetivo conhecer os momentos (em horas)
da entrada e saida das ovelhas do estro. Para 0 manejo de rufiagdo e monta natural
controlada (no experimento 1) trés machos de comprovada libido e fertilidade foram
utilizados. Duas técnicas de rufiacdo foram preconizadas de acordo com as

necessidades de cada experimento:

a) Rufiacdo coletiva — Experimento 1

Devido as ovelhas estarem separadas em 2 baias com 5 animais cada e na
logistica deste experimento ser mais facil a rufiacdo coletiva, optou-se por este
procedimento. Em trés diferentes momentos do dia - 10 horas da manha, 6 horas
da tarde e meia noite — um macho era introduzido na baia. Os sinais observados
da fémea em estro foram: imobilidade, abanar de cauda e proximidade voluntaria
ao macho. Caso a fémea dominante n&o permitisse a rufiagéo de outra ovelha no
cio, esta era retirada da baia. Enquanto permaneciam no cio foram cobertas

pelos machos.

b) Rufiacdo individual — Experimento 2

Neste experimento a rufiagéo individual com o macho preso a uma corda foi a

melhor opcao. Em trés diferentes momentos do dia - 10 horas da manha, 6 horas
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da tarde e meia noite - 0 macho era colocado em uma baia com o auxilio de uma
corda. As ovelhas ficavam separadas em outra baia e uma a uma eram
introduzidas naquela em que o carneiro estava. Rapidamente ocorria a rufiacao.
Os sinais de urinar e sair correndo correspondiam as fémeas fora do cio e o

abanar de cauda ou imobilidade, de ovelha no cio.

4.6 Coleta de sangue e armazenamento das amostras

As coletas de sangue, de ambos os experimentos, foram realizadas por
puncdo da veia jugular externa por meio de agulha e tubo a vacuo, sem
anticoagulante, do sistema Vacutainer (BD®). Em seguida, o sangue era levado ao
Laboratério de Dosagens Hormonais (LDH) e apds 1 hora de descanso, centrifugado
a 4500 rpm por 20 minutos. Observou-se que o descanso do sangue antes da
centrifugacéo facilitava a separacdo do soro das demais partes constituintes do
mesmo. Em seguida o soro era retirado com auxilio de pipeta e ponteira individual,
colocado em tubo Eppendorf®, identificado e armazenado em freezer a — 20°C.

Em ambos os experimentos, a coleta de sangue no DO e D9 foi em momento
anterior a colocacgao ou retirada do dispositivo vaginal, respectivamente.

4.6.1 Experimento 1

Neste experimento, 22 ovelhas foram utilizadas. Foi coletado sangue
diariamente desde 3 dias antes do inicio do protocolo de sincronizacdo ou D - 3 até
3 dias depois do seu término. Para efeito de estudo, o grupo que recebeu o
protocolo de sincronizacdo de cios foi denominagéo GP (grupo protocolo) e o grupo,

sem prévia sincronizacao ou aplicacdo de horménio, de grupo GF (grupo fisiologico).
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4.6.2 Experimento 2

No experimento 2, o sangue foi colhido nos dias D — 1, D1, D3, D5, D7, D9 e

D11 sendo o DO o dia da colocacéo do dispositivo vaginal e D9 o dia da retirada.

4.7 Dosagem da progesterona por radioimunoensaio (R IE)

Para dosagem da progesterona sérica utilizou-se a técnica de
radioimunoensaio (RIE) em “fase sélida” por meio de conjunto diagnéstico comercial
da Siemens® (COAT — A — COUNT, Diagnostic Products Corporation, Los Angeles,
CA, USA) desenvolvido para avaliacdo quantitativa de progesterona no soro
humano, e validado previamente para uso em soro de ovinos por (GAROFALO;
TASENDE, 1996). Os ensaios hormonais foram realizados de acordo com o
protocolo fornecido pelo fabricante.

Todos os parametros de controle de qualidade dos ensaios hormonais foram
analisados conforme rotina empregada no Laboratério de Dosagens Hormonais.
Foram calculados os Coeficientes de Variacdo (CV) intra-ensaio, utilizando-se
valores altos e baixos, no inicio e final de cada ensaio. Foi também calculada a
porcentagem de ligacdo B/BO, a sensibilidade e a dose minima detectada para cada
ensaio. A sensibilidade do ensaio para P4 foi de 0,01lng/mL e o coeficiente de

variagao intra-ensaio para valor baixo foi de 3,21% e valor alto de 1,93% .

4.8 Metodologias das analises

A seguir sdo descritas as metodologias de anélise dos dados para a

realizacdo da analise estatistica.
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4.8.1 Momento da entrada e saida do estro

Os momentos de entrada e saida do estro foram calculados pela média dos
dois ultimos horarios onde se observou a mudanca do comportamento da ovelha em

aceitar ou ndo a presencga do carneiro.

4.8.2 Concentracdo de progesterona entre os grupos GP e GF

Para a analise estatistica entre os grupos GP e GF, o dial (D1) foi
considerado como o dia posterior & colocagdo do dispositivo vaginal para o grupo
protocolo (GP) ou o primeiro dia com concentracdo plasmética de progesterona
acima de 1ng/mL para o grupo fisiolégico (GF).

O grupo GF passou por uma normalizacdo dos dados para coincidir o inicio
da fase luteal das ovelhas quando a progesterona fosse superior a 1ng/mL
(FURTADO, 2007).

4.8.3 Determinagao da dinamica folicular

O dia da emergéncia da onda folicular foi considerada aquela em que o
foliculo apresentava 3mm de diametro seguido por aumento em seu diametro para
valores iguais ou superiores a 4 mm (MENCHACA; RUBIANES, 2004). A
determinacdo da emergéncia folicular assemelhou-se a técnica descrita por
(LETELIER et al, 2009). O momento da emergéncia foi encontrado pelo
acompanhamento retrogrado do maior foliculo nos diversos tempos, desde o foliculo
ovulatério até ser encontrado um foliculo de 3 mm.

A ovulacdo foi definida como o desaparecimento do maior foliculo
acompanhando a cada 12 horas. Ela foi calculada pela média entre o horario da
ltima viséo do foliculo ovulatério e o horario onde se detectou a ovulacéo.

Para a analise do desenvolvimento e regressao folicular apds a colocacao do

dispositivo vaginal no dia zero (DO), acompanhou-se os foliculos =2 3mm desde -24
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horas da colocacdo do dispositivo. Foi considerado foliculo regredido (GR) quando
as 72 horas apés a colocacgdo do dispositivo estes atingiram diametro inferior a 3mm
e nao regredido (NR) quando permaneciam com diametro superior a 3mm até este

momento.

4.8.4 Taxas de crescimento folicular pos dispositivo vaginal

Para o estudo da taxa de crescimento folicular pos dispositivo vaginal foram
criadas as seguintes varidveis baseadas nos dados de tamanho folicular
mensurados por ultrassom em diferentes tempos, -48, -24, 0, 6, 18, 30, 42, 54, 66,
78, 90 e 102 h apos a colocacao do dispositivo: 1) Taxa de crescimento no periodo:
definiu-se como taxa de crescimento no periodo a velocidade de incremento do
tamanho do foliculo visivel por ultrassom em fung&o do periodo de mensuracéo de -
48 a 102 h da retirada do dispositivo ou periodo total 2) Taxa de crescimento
folicular maximo: definiu-se como taxa de crescimento folicular maximo a velocidade
de incremento do tamanho do foliculo visivel por ultrassom em fung¢édo do ponto de
mensuragao correspondente ao menor tamanho folicular ao ponto de mensuracao
correspondente ao maior tamanho folicular 3) Taxa de crescimento folicular das
tltimas 36 h: definiu-se como taxa de crescimento folicular das ultimas 36 h a
velocidade de incremento do tamanho do foliculo visivel por ultrassom nos ultimos
trés tempos de mensuragdo de cada foliculo 4) Taxa de contracao folicular: definiu-
se como taxa de contragdo folicular a velocidade de contracéo folicular visivel por
ultrassom em funcédo do ponto de mensuracdo correspondente ao maior tamanho
folicular ao ponto de mensuracdo correspondente ao menor tamanho folicular
(Figura 9).
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Figura 9 — Din&mica folicular apds a retirada do dispositivo vaginal e as respectivas taxas.
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Para o calculo das taxas de desenvolvimento e crescimento foliculares, os

dados de tempo e tamanho correspondentes do foliculo foram submetidos a analise

de regressao linear simples, obtendo-se o parametro “b” através procedimento REG

do SAS (SAS Institute Inc., 2001) (Figura 10).

10,0 - == Tamanho foliculo observado
Tamanho foliculo esperado
T 8,0 -
g . .
Y —— Linear (Tamanho foliculo esperado)
=
=2
S
[=]
o
Q
=
L]
£
s 20 - y=40+0,016 x R2=0,73
-48 -28 -8 12 32 52 72 92
Tempo

Figura 10 - Gréfico que representa os tamanhos dos foliculos observados (=#=), os esperados
(=) (extraidos da equacdo y = 4 + 0,016x, onde x € o momento das observacdes) e a

linha de aderéncia (—)
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4.8.5 Taxas de desenvolvimento folicular pré dispositivo vaginal

Para o estudo da taxa de desenvolvimento folicular pré dispositivo vaginal foi
criada a variavel baseada nos dados de tamanho folicular mensurados por ultrassom
em diferentes tempos: - 24 e Oh antes da colocagéo do dispositivo vaginal e 24, 48 e
72h apds a colocagdo do dispositivo. O resultado negativo desta taxa refere-se a

taxa de regressao folicular e o resultado positivo a taxa de crescimento folicular.

4.9 Analise Estatistica

Os dados foram analisados através do programa computacional Statistical
Analysis System (SAS Institute Inc., 2001), sendo anteriormente verificada a
normalidade dos residuos pelo Teste de SHAPIRO-WILK (PROC UNIVARIATE). Os
dados (variavel dependente) que nao atenderam a estas premissas foram
submetidos a transformacdo logaritmica [Log (X+1)] ou pela raiz quadrada [RQ
(X+1/2)]. As variaveis relacionadas ao foliculo e as taxas de crescimento foliculares
originais ou transformadas, foram submetidas ao teste para média igual a zero e a
andlise de variancia que separou como fonte de variagdo o efeito, 0 numero de
ovulacéo ou de foliculos.

A variavel concentracdo de progesterona para os grupos regrediu (GR) e néo
regrediu (NR) foi submetida a analise de variancia que separou como fonte de
variacdo o efeito da regressao ou ndo dos foliculos apés a colocacdo do dispositivo
vaginal. Por sua vez, a variavel concentracdo de progesterona para 0S grupos
protocolo (GP) e fisiologico (GF) passou pela analise de variancia que separou como
fonte de variacéo o efeito do tratamento com o dispositivo vaginal ao longo do tempo
de sua permanéncia.

Para ambas as analises, foi adicionado ao modelo o fator medidas repetidas
no tempo, referentes aos diferentes tempos de amostragem. Tal andlise foi realizada

utilizando-se o procedimento MIXED do SAS. A analise por tempo somente foi
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realizada quando as interagdes entre efeito de tempo e efeito de tratamento foram
significativas.

As variaveis relacionadas ao foliculo e as taxas de crescimento foliculares
originais ou transformadas, quando este ultimo procedimento for necessario, foram
submetidas ao teste para média igual a zero e a analise de variancia que separou
como fonte de variagéo o efeito, 0 nimero de ovulagéo ou de foliculos.

Foi utilizado um nivel de significancia de 5% para todos os testes realizados.



RESULTADOS E
DISCUSSAO
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5 RESULTADOS

Os resultados dos experimentos 1 e 2 estdo descritos a seguir.

5.1 Resultados do Experimento 1

No experimento 1, entre as dez ovelhas monitoradas, cinco foram
consideradas com foliculos regredidos e cinco ndo regredidos.

Anterior & colocacdo do Primer-PR®, a média do tamanho folicular entre os
grupos regrediu (GR) e nédo regrediu (NR) era de 3,82+0,49mm e 4,11+1,12mm,
respectivamente, ndo diferindo significativamente (P=0,462). As 72 horas da
inser¢cdo do dispositivo, o acompanhamento dos foliculos revelou uma média de
2,59+0,37mm de diametro para o grupo GR e 4,3£0,97mm para o grupo NR,
diferindo significativamente (P=0,017). Por outro lado, a taxa de regressao (-
0,021mm/dia) do grupo GR e de desenvolvimento folicular (0,001mm/dia) do grupo
NR, ndo apresentou diferenca estatistica (P=0,056) e pelo teste “T” suas médias nao
diferiram de zero a 5% de significancia.

A concentracdo plasmatica de progesterona diferiu significativamente
(P=0,046) entre os grupos R (3,03+£0,80ng/mL) e NR (0,83+0,49ng/mL) no dia da
colocacdo do dispositivo vaginal (DO). Este dado mostra que as ovelhas dos
diferentes grupos apresentavam-se em distintos estagios do ciclo reprodutivo; umas
em fase luteal, com progesterona acima de 1ng/mL e outras em fase folicular com
progesterona abaixo de 1ng/mL. Nos demais dias do protocolo até a ovulacdo o
nivel de progesterona plasmatica néao diferiu (P>0,05) entre os grupos (Tabela 3).

A analise da concentracdo plasmatica de progesterona (ng/mL) entre o grupo
gue recebeu o tratamento hormonal por 9 dias (GP) e o grupo que teve o sangue
coletado em condicao fisiolégica ou sem tratamento (GF), respectivamente, mostrou
diferenca nos dias DO (1,93£1,82 e 0,50+0,21, P=0,017); D1 (6,68+1,35 e 1,21+0,23,
P=0,001); D3 (8,01+1,79 e 3,04+0,88, P=0,001), D5 (8,07+2,31 e 5,55+1,85,
P=0,019) e D11 (0,30+0,11 e 6,96+1,01, P=0,001) apds a colocagédo do dispositivo
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vaginal. No D7 a média de progesterona encontrada foi de 6,72+2,10ng/mL e no D9
de 7,33+2,60ng/mL, sem diferenca entre os grupos (P>0,05) (Tabela 4 e Figura 11).

O dispositivo Primer-PR® representado na Figura 11 pelo grupo GP, entre os
dias DO e D9, manteve em média a concentracdo plasmatica de progesterona em
6,56+2,32 ng/mL, atingindo um pico entre o D3 e D5 apds a colocacao do dispositivo
vaginal. A concentracdo média do grupo GF no mesmo periodo ficou em 3,8+2,69
ng/mL.

As ovelhas entraram no estro em média 45,6+£12,71 horas apos a retirada do
dispositivo vaginal. Permaneceram aceitando monta por 26,40+9,47 horas e
deixaram o cio em 72+12,96 horas. A média das ovula¢des ficou em 1,3+0,48 por
animal e o intervalo entre a primeira e a segunda ovulacdo em 166,93 horas
(Tabela 5). Neste experimento a taxa de ovulacéo foi de 92,3% (12/13) confirmada
pela gestacdo das ovelhas sendo observada a prenhez de 90% delas (9/10)
confirmando as duplas ovulagbes com duplas gestacoes.

Entre o primeiro e o segundo foliculos ovulatorios, 0 momento médio da
emergéncia folicular ocorreu 20316 horas ap0s a colocacéo do dispositivo vaginal.
A média do diametro inicial foi de 3,48+0,28 mm e do didmetro méximo de 5,63+0,66
mm, nao diferindo significativamente (P>0,05). O momento da ovulag&o ocorreu em
média 73+14,38 h apos a retirada do dispositivo vaginal (Tabela 6).

Entre os animais que tiveram simples ou dupla ovulacdo, a emergéncia
folicular ocorreu em média 203,67+15,10 horas. O primeiro foliculo ovulatério nédo
diferiu (P>0,05) quanto ao diametro inicial (3,43+0,31mm) e o didmetro maximo
(5,7840,69mm). O momento da ovulagdo ocorreu em média 71,50+15,27 horas apos
a retirada do dispositivo vaginal (Tabela 7).

Os diametros dos foliculos ovulatérios diferiram (P=0,006) entre o primeiro
(5,49+0,54mm) e o segundo (4,32+0,51mm) foliculos e entre o primeiro foliculo dos
animais que tiveram simples (5,77+0,35mm) ou dupla (4,83+0,18mm) ovulagao
(P=0,003) (Tabelas 6 e 7).

As taxas de crescimento e contracédo folicular entre o primeiro e segundo
foliculos nao diferiram significativamente (P>0,05). A média para a taxa de
crescimento no periodo foi de 0,73+0,43mm por dia, para a taxa de crescimento
maximo de 1,14+0,73mm por dia, para a taxa de crescimento nas ultimas 36h de

0,34+0,92mm por dia e para a taxa de contracao folicular de —1,37+1,04mm por dia.
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O teste T indicou que todas as variaveis diferiram de zero, a 5% de significancia,
exceto para a taxa de crescimento nas Ultimas 36 horas (Tabela 5).

Tabela 3 — Média = desvio padrdo da concentracdo plasmatica de progesterona
(ng/mL) entre os grupos regrediu (GR) e nao regrediu (NR) apés a
colocacéo do dispositivo vaginal, no experimento 1

Tempo Regrediu (GR) N&o Regrediu (NR) MédiatDP P
(n=5) (n=5)
(D-1) - 24h 2,60+0,66 0,78+0,48 1,69+0,48 0,057
(Do) Oh 3,030,807 0,83+0,49" - 0,046
(D1) 24h 7,230,47 6,12+0,67 6,67+0,43 0,209
(D3) 72h 8,93+0,83 7,08+0,58 8,01+0,57 0,105
(D5) 120h 8,41+1,06 7,73+1,12 8,07+0,73 0,666
(D7) 168h 7,38+0,97 7,03+1,09 7,20+0,69 0,818
(D9) 216h 7,360,77 7,62+1,75 7,49+0,90 0,895
(D11) 264h 0,26+0,01 0,35+0,06 0,30+0,03 0,211
(D13) 312h 0,28+0,04 0,23+0,02 0,25+0,02 0,270

2P| inhas com letras sobrescritas diferem significativamente (5%)
(P = probabilidade)

Tabela 4 — Média * desvio padrdo (DP) da progesterona plasmatica (ng/mL) dos
Grupos GP e GF durante a permanéncia do dispositivo vaginal, no
experimento 1

Tempo Grupo GP (n=10) Grupo GF (n=11) MédiatDP P
(DO) Oh 1,93+1,82° 0,50+0,21° - 0,017
(D1) 24h 6,68+1,35° 1,21+0,23° - 0,001
(D3) 72h 8,01+1,79° 3,04+0,88" - 0,001
(D5) 120h 8,07+2,31° 5,55+1,85" - 0,019
(D7) 168h 7,20+2,19 5,92+1,81 6,72+2,10 0,247
(D9) 216h 7,4942,85 7,06+2,35 7,33+2,60 0,759
(D11) 264h 0,300,11° 6,96+1,01° - 0,001

2P| inhas com letras sobrescritas diferem significativamente (5%)
(P = probabilidade)
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Tabela 5 — Caracteristicas do ciclo estral e ovulacdo das ovelhas do experimento 1,
expressos em mediatdesvio padrdo (DP), valores minimos e maximos
das observacgfes, apos a retirada do dispositivo vaginal.

MédiaxDP Minimo Maximo
Momento da entrada no estro (h) 45,6£12,71 30 66
Momento da saida do estro (h) 72,0+12,96 54 102
Tempo de duragéo do estro (h) 26,4+9,47 12 48
Numero de ovulagGes 1,3+0,48 1 2
Intervalo entre as ovulagdes (h) 16+6,93 12 24

Tabela 6 — Média + desvio padrao (DP) das caracteristicas do desenvolvimento
folicular entre 0 1° e o 2° foliculos ovulatorios, no experimento 1

1° Foliculo

2° Foliculo

Adiat

(n=10) (n=3) MédiatzDP P
Emergéncia 204+15,10 200£27,6 203:16,17 0,760
(horas da colocacéo do dispositivo)
Diametro inicial (mm) 3,43+0,31 3,65+0,09 3,48+0,28 0,264
Diametro maximo (mm) 5,78+0,69 5,13+0,23 5,63+0,66 0,145
Diametro ovulatdrio (mm) 5,49+0,54% 4,32+0,51° - 0,006
Momento da ovulagéo 71,50£15,27  78,00£12,00 73+14,38 0,516
(horas da retirada do dispositivo)
Taxa  crescimento  no  periodo 0,80+0,38 0,49:0,61 0,73:0,43* 0,305
(mm/24h)
Taxa ~ crescimento  maximo 1,15:0,84 1,10:0,16 1,1410,73* 0,920
(mm/24h)
Taxa crescimento Ultimas 36horas 0,57+40.68 0.42+1 .41 0,340.92 0,103
(mm/24h)
Taxa contragdo folicular (mm/24h) -1,44+1,33 -1,22+0,18 -1,37+1,04* 0,841

a5 | inhas com letras sobrescritas diferem significativamente
* Médias diferem significativamente de zero pelo Teste “T” a 5% de significancia
Os animais com dupla ovulagédo (n=3), ndo houve diferenga entre o 1° e o 2° foliculos ovulatorios

(P>0,05).
(P = probabilidade)
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Tabela 7 — Média + desvio padrdo (DP) das caracteristicas do desenvolvimento do
1° foliculo ovulatorio entre animais com ovulacdo simples ou dupla, no

experimento 1

Ovulacdo Ovulacdo
simples dupla MédiatDP P
(n=7) (n=3)

Emergencia i o 198,50+15,46  214,0048.67  203,67+1510 0,158
(horas da colocacéo do dispositivo)

Diametro inicial (mm) 3,48+0,32 3,32+0,33 3,43+0,31 0,488
Diametro maximo (mm) 5.97+0,46 5.35+1,04 5.78+0,69 0,209
Diametro ovulatério (mm) 5,77+0,35° 4,83+0,18" - 0,003
Momento da ovulagdo 7557+413.16  62,00+1833  71,50+1527 0,216

(horas da retirada do dispositivo)

&9 Linhas com letras sobrescritas diferem significativamente

(P = probabilidade)
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Figura 11 — Concentracdo plasmética de progesterona (ng/mL) em ovelha Santa Inés entre o grupo
tratado com o dispositivo Primer-PR® (Grupo GP) e o grupo no estado fisiolégico (Grupo

GF).

As barras verticais correspondem ao desvio padrao.

*P< 0,05
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5.2 Resultados do Experimento 2

No experimento 2, o0 estro iniciou-se as 36+6,41 horas apos a retirada do
dispositivo vaginal. As fémeas permaneceram em cio por 45+10,64 horas e em
média, as 81+8,46 horas, deixaram de aceitar a monta do macho (Tabela 8). A
média das ovulacdes neste experimento foi de 1,63 £ 0,51 por ovelha e o intervalo
ovulatério de 4,8+6,57 horas.

A taxa de ovulacdo foi de 86% (13/15) feita pela visualizacédo
ultrassonogréfica dos corpos luteos ipsilaterais aos das ovulagdes, sete dias apos a
retirada do dispositivo vaginal. Neste experimento, 13,3% (2/15) dos foliculos
apresentaram cisto sendo os diametros observados de 10,5mm e 11,8mm.

Entre o primeiro e o segundo foliculos ovulatérios, a média do diametro inicial
(4,04+0,78mm), do diametro maximo (5,86+0,63mm) e do diametro ovulatério
(5,40+0,59mm), ndo diferiram significativamente (P>0,05). O momento da ovulacao
ocorreu em meédia 74,3+7,56 horas apds a retirada do dispositivo vaginal (P>0,05).

Entre os animais que tiveram simples ou dupla ovulacéo, o primeiro foliculo
ovulatério nao diferiu (P>0,05) quanto ao diametro inicial (4,22+0,49mm) e diametro
maximo (6,03£0,59mm). Em contra partida, o diametro do foliculo ovulatério diferiu
significativamente (P=0,007) para os animais de ovulagdo simples (5,91+0,27mm) e
dupla (5,20£0,22mm). O momento da ovulacdo ocorreu em média 73,50+8,9h apds
a retirada do dispositivo vaginal (Tabela 10).

As taxas de crescimento e contracdo folicular, entre o primeiro e segundo
foliculo ovulatério, ndo diferiram significativamente (P>0,05). A média para a taxa de
crescimento no periodo foi de 0,66 + 0,43mm por dia; taxa de crescimento maximo
de 1,11+0,38mm por dia, taxa de crescimento nas ultimas 36h de 0,39+1,01mm por
dia e taxa de contracéo folicular foi de — 1,20+0,85mm por dia. O teste T indicou que
todas as variaveis diferiram de zero, a 5% de significancia, exceto para a taxa de
crescimento nas ultimas 36 horas (Tabela 9).

Neste experimento, o dispositivo Primer-PR® manteve entre os dias DO e D9,
a concentracdo plasmatica de progesterona média em 11,50+3,11 ng/mL, atingindo

um pico entre o D3 e D5 apoés a colocacgédo do dispositivo vaginal (Figura 12).
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Tabela 8 — Caracteristicas do ciclo estral e ovulacdo das ovelhas do experimento 2,
expressos em mediatdesvio padrdo (DP), valores minimos e maximos
das observacgdes, apos a retirada do dispositivo vaginal

Média+DP Minimo Maximo
Momento de entrada no estro (h) 36+6,41 30 42
Momento de saida do estro (h) 81+8,46 66 90
Tempo de duragéo do estro (h) 45+10,64 24 60
Numero de ovulagGes 1,63+0,51 1 2
Intervalo entre as ovulagdes (h) 4,846,57 0 12

Tabela 9 — Médiatdesvio padrdo (DP) das caracteristicas do desenvolvimento
folicular entre o 1° e o 2° foliculos ovulatérios, no experimento 2

1° Foliculo 2° Foliculo L
+
(n=8) (n=5) MédiatzDP P

Diametro inicial (mm) 4,23+0,49 3,79+1,08 4,04+0,78 0,363
Diametro maximo (mm) 6,03+0,59 5,58+0,66 5,86+0,63 0,226
Diametro ovulatério (mm) 5,47+0,43 5,30+0,85 5,40+0,59 0,642
Momento da ovulagao 73,5+8,93 75,6+5,37 743+756 0,646
(horas da retirada do dispositivo)

Taxa ~crescimento  no  periodo 0,640,45 0,68+0,44 0,66+0,43* 0,890
(mm/24h)

Taxa  crescimento  maximo 1,10+0,34 1,12+0,47 1,11+0,38* 0,933
(mm/24h)

Taxa crescimento Ultimas 36horas 0,09+0.87 0,87+1.15 0,39+1,01 0,193
(mm/24h)

Taxa contracao folicular (mm/24h) - 1,2540,93 - 0,9040,00 - 1,2040,85* 0,741

a5 | inhas com letras sobrescritas diferem significativamente

* Médias diferem significativamente de zero pelo Teste “T” a 5% de significancia

Os animais com dupla ovulacdo (n = 5), ndo houve diferenca entre 0 1° e o 2° foliculos ovulatérios
(P = probabilidade)
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Tabela 10 — Média + desvio padrdo (DP) das caracteristicas do desenvolvimento do
1° foliculo ovulatério entre animais com ovulacdo simples ou dupla, no
experimento 2

Ovulacdo Ovulagéo
simples dupla MédiazDP P
(n=3) (n=5)

Diametro inicial (mm) 4,30+0,69 4,17+0,40 4,22+0,49 0,773
Diametro maximo (mm) 6,41+0,72 5,80+0,42 6,03+0,59 0,176
Diametro ovulatério (mm) 5,91+0,27% 5,20+0,22° 5,47+0,43 0,007
Momento da ovulagdo 78,00£0,00  70,80+10,73 73,50+8,9 0,304
(horas da retirada do dispositivo)

3D inhas com letras sobrescritas diferem significativamente
(P = probabilidade)
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Figura 12 — Concentragdo plasmatica de progesterona (ng/mL) em ovelhas Santa Inés durante a
permanéncia do dispositivo vaginal Primer-PR®, no experimento 2.
As barras verticais correspondem ao desvio padrao.
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6 DISCUSSAO

Com base nos resultados obtidos foi possivel observar no experimento 1 que,
apos a colocacdo do dispositivo vaginal Primer-PR®, houve regressao folicular em
50% (5/10) das fémeas. Maffili (2004) utilizando um protocolo de 5 dias de
dispositivo em caprinos demonstrou que 0s niveis supra luteais de progesterona
(7,11 + 2,28 ng/mL) alcancados 24 horas ap6s a colocacéo do dispositivo CIDR-G®,
promoveu a regressao folicular em 50% (9/18) dos animais tratados, com a
emergéncia de uma nova onda em 3,5 + 0,53 dias.

Neste trabalho, observou-se regressao folicular pela mensurag¢éo da média do
diametro folicular inicial, ndo diferindo significativamente entre os grupos (P=0,462) e
final, diferindo significativamente entre os grupos regrediu (GR) e néo regrediu (NR)
as 72 horas da colocacéo do dispositivo vaginal (P=0,017). Por outro lado, as taxas
de crescimento e regressao foliculares nao diferirem significativamente (P=0,056)
pode ser atribuido a um nimero pequeno de observacoes.

Uma possivel explicacdo para os diferentes destinos tomados pelos foliculos

entre os grupos R e NR é a fase do ciclo estral das ovelhas, no inicio do protocolo.

Observando a tabela 3, o grupo GR encontrava-se na fase luteal (progesterona

2,60ng/mL) enquanto o grupo NR estava na fase folicular (progesterona
0,83ng/mL), diferindo significativamente (P=0,047).

Na fase luteal, foliculos superiores a 3mm sédo dependentes de LH para seu
desenvolvimento Picton, Tsonis e McNeilly (1990) e McNeilly, Crow e Campbell
(1991) e durante este periodo a alta concentracdo de progesterona plasmatica
promove a diminuicdo da frequéncia dos pulsos de LH, fundamentais para o
desenvolvimento final dos foliculos (GOODMAN; KARSCH, 1980). No grupo GR, o
dispositivo Primer-PR® elevou a concentracdo de progesterona para niveis
superiores a 6ng/mL, o que pode ter promovido o bloqueio da pulsatilidade de LH e
a atresia folicular observada até 72 horas da colocacé&o do dispositivo.

O grupo NR, por outro lado, encontrava-se na fase folicular do ciclo estral.
Goodman et al. (1980 e 1982) mostraram que a liberacao do LH durante o ciclo varia
quanto a freqiéncia e a amplitude. Na fase luteal, a progesterona aumenta a

amplitude e decresce a frequéncia dos pulsos, enquanto na fase folicular, o
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estrogeno diminui a amplitude sem afetar a frequéncia. Isto sugere para o grupo NR
que a alta concentracdo de progesterona proporcionada pela colocagdo do
dispositivo durante a fase folicular bloqueou o aumento da frequéncia dos pulsos de
LH, impedindo a ovulagcdo. Porém, o feed back positivo ao alto nivel de estrégeno
liberado pelos foliculos nesta fase, pode ter sido suficiente para manter os niveis
plasmaticos de LH elevados e os foliculos por até 72 horas ap6s a colocacdo do
dispositivo vaginal.

Com relacdo a progesterona entre o grupo sincronizado (GP) e o fisiologico
(GF), a concentracdes plasmética foi mais elevada para as ovelhas que receberam
dispositivos (grupo GP) nos dias DO, D1, D3 e D5, diferindo significativamente
(P<0,05) (Tabela 4 e Figura 11). Entende-se que 0s niveis mais baixos verificados
no ciclo natural sdo compativeis com o fato de néo haver influéncia da progesterona
exogena. Por outro lado, nos dias D7 e D9, ndo houve diferenca na concentracao de
progesterona entre os grupos (P>0,05). Este fato pode ser atribuido a
biodisponibilidade da progesterona neste grupo de ovelha sugerindo trabalhos para
saber a concentracdo de progesterona liberada pelo dispositivo Primer-PR® em
ovelhas ovariectomizadas ou sem a interferéncia da progesterona enddgena. A
principio, os dados obtidos neste trabalho foram favoraveis ao dispositivo Primer
uma vez que este elevou a concentracdo de progesterona a nivel supra luteal
durante todo o tratamento, o que favoreceu o turn over folicular e a sincronizacao da
onda ovulatéria. Permitiu apds a sua retirada, o rapido declinio da concentracdo de
progesterona plasmaética a niveis fisiolégicos, o que favoreceu a posterior ovulagao.

A concentracdo plasmatica média de progesterona para o grupo fisioldgico
GF foi de 3,8 £ 2,69ng/mL atingindo a maxima concentracdo entre os dias D8 e D9
com média de 7,33 £ 3 ng/mL. Esses dados sdo compativeis com o desenvolvimento
do corpo luteo cujo nivel plasmatico de progesterona secretada aumenta, segundo
Rubianes (2000) e alcanca um platd no oitavo dia do ciclo a uma concentragao de 3
— 4 ng/mL (MORELLO; CHEMINEAU, 2008). Furtado (2007) observou em ovelhas
Santa Inés a média da progesterona fisiologica de 5,48 + 0,36 ng/mL com pico
proximo dos 7,2 ng/mL.

Por sua vez, a concentracdo plasmatica média da progesterona para o grupo
GP foi de 6,56 + 2,32 ng/mL. Souza et al. (2008) em ovelhas cruzas de Suffolk com
lle de France utilizando o CIDR®, obtiveram concentracdo média de 5,62ng/mL com

o protocolo de 13 dias. No experimento 2 deste trabalho observou-se média de
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progesterona plasmatica de 11,50 + 3,11 ng/mL durante a permanéncia do
dispositivo vaginal (Figura 12).

Leyva, Buckrell e Walton (1998) relataram a inadequada sincronizacado do
estro e da ovulacdo, apdés a remocdo do dispositivo em esponja com
medroxiprogesterona, devido ao estigio do ciclo estral da ovelha no momento da
insercao do dispositivo. Da mesma forma, Letelier et al. (2009) descreve que o0s
foliculos ovulatérios no protocolo de 6 dias derivaram de foliculos antrais presentes
no momento da insercdo do dispositivo vaginal. Estes dados vao de encontro ao
observado no presente experimento. A manutengdo da elevada concentragdo de
progesterona plasmatica ao longo dos 9 dias do protocolo de sincronizacéo, foi
eficiente para promover a regressdo de todos os foliculos observados no momento
da insercdo do dispositivo, independente da fase do ciclo estral que as ovelhas se
encontravam. Contudo, apesar desta elevada concentragdo de progesterona, foi
possivel observar a emergéncia de novos foliculos e crescimento médio até 3,78 +
0,59 mm, apos as 72 horas da colocacédo do dispositivo vaginal. Este dado concorda
com Seekallu, Toosi e Rawlings (2009)que demonstraram que apds a colocacéo de
implante subcutdneo de progesterona (0,125g) em ovelhas ciclicas, ocorreu uma
diminuicdo da frequéncia de pulsos de LH pela metade daquela vista no grupo
controle, mas esta supressdo dos pulsos ndo resultou em nenhum efeito na
emergéncia, crescimento ou regressdo dos foliculos. Eles concluiram que em
ovelhas ciclicas sdo necessarios poucos pulsos e baixas concentracdes séricas de
LH para manter a emergéncia e o crescimento folicular. Apesar da observacao dos
novos foliculos, ndo foi possivel precisar o momento da emergéncia ou o padrédo de
onda folicular.

Morello e Chemineau (2008) descreveram a duracdo do cio das ovelhas entre
24 e 36 horas e a ovulacao entre 24 e 30 horas do inicio do estro. No experimento 1,
o tempo médio para apresentacdo do cio apds a retirada do dispositivo vaginal foi de
45,6 + 12,71 horas, a duracéo do estro de 26,4 + 9,47 horas e a ovulacéo 73 + 14,38
horas da retirada do dispositivo vaginal (ou 27,4 horas ap0s o inicio do estro)
(Tabelas 5 e 6). No experimento 2, as ovelhas entraram no cio em média 36 + 6,41
horas apds a retirada do dispositivo vaginal, permaneceram neste estado por 45 *
10,64 horas e a ovulacédo ocorreu 74,3 £ 7,56 horas da retirada do dispositivo (ou

38,3 horas apods o inicio do estro) (Tabela 8).
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Embora comparacfes de resultados sejam dificeis entre os experimentos e 0s
trabalhos de literatura, devido as diferengcas tanto na raca de ovelhas utilizadas,
como no protocolo de sincronizacdo e metodologias de analises estatisticas Souza
et al. (1995) acompanharam a dinamica folicular via laparoscopia de ovelhas
Corriedale apos o protocolo de 12 dias de medroxiprogesterona e 500Ul de eCG na
retirada do dispositivo. Na presenca ou ndo de carneiros vasectomizados ao final do
protocolo, houve diferenca estatistica entre os momentos da ovulacdo, em média
65,2 + 2,2 horas para fémeas na presenca dos carneiros e 73,8 + 3,2 h na auséncia
dos mesmos. Biehl (2009) observou que ovelhas Santa Inés tratadas com CIDR por
7 ou 11 dias e 300Ul de eCG na retirada do dispositivo vaginal, apresentaram estro
35,51 + 6,15 horas ap0s a retirada do mesmo para o grupo D7 e 38,11+ 6,24 horas
para o grupo D11, nado diferindo significativamente. Em outro momento deste
trabalho, com CIDR por 7 dias e 300 Ul de eCG na retirada, este mesmo autor
observou o estro em média 45 + 14,30 horas apds o término do protocolo.

No experimento 1, o diametro folicular inicial (3,48 £ 0,28mm) nao diferiu
significativamente entre o primeiro e o segundo foliculo ovulatério e entre o primeiro
foliculo ovulatério dos animais com simples ou dupla ovulacdo (3,43 0,31mm). Por
outro lado, houve diferenca estatistica (P<0,05) entre o diametro ovulatério do
primeiro (5,49 + 0,54 mm) e do segundo foliculo (4,32 + 0,51 mm) e entre o primeiro
foliculo da ovulacéo simples (5,77 £ 0,34 mm) ou dupla (4,83 £ 0,18 mm) (Tabelas 6
e 7). No experimento 2, as medidas de diametro inicial (4,04 + 0,78mm) e ovulatério
(5,40 £ 0,59mm) entre o primeiro e segundo foliculo ovulatério, ndo apresentaram
diferenca estatistica. O didmetro ovulatério para o primeiro foliculo entre a ovulacdo
simples (5,91 + 0,27mm) ou dupla (5,2 £ 0,22mm), diferiram significativamente
(P=0,007) (Tabela 10).

Evans et al. (2000) relatou o didmetro ovulatério em 6,2 mm. Takada (2009)
observou o didmetro inicial em 4,46 + 0,18mm e o ovulatério em 5,36 + 0,14mm no
protocolo de 12 dias de esponja com eCG na retirada do dispositivo vaginal, em
ovelhas Suffolk. Letelier (2009) relata foliculos iniciais de 4,6 £ 0,6mm e ovulatérios
de 5,7 £ 0,22mm, no protocolo de 6 dias de esponja com 40mg de acetato de
fluorogesterona.

O fato dos experimentos 1 e 2 apresentarem foliculos ovulatorios diferentes
significativamente em diametro, porém aptos a ovular, desperta a atencédo entre a

relacdo do foliculo dominante e do subordinado previamente a ovulagdo, cujos
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motivos ainda precisam ser elucidados. Foliculos dominantes sdo a principal fonte
de estrogeno e inibina, que leva ao feedback negativo na secrecdo do FSH. A
continuidade do seu crescimento baseia-se no aumento dos receptores para FSH e
a troca dos mesmos para receptores sensiveis a LH, tornando-os altamente
responsivos a este hormonio e diferindo-os dos subordinados (GONZALEZ-BULNES
et al., 2004). Este processo é controlado pela interacdo de sinais endocrinos e a
producao local de fatores de crescimento (IGFs). A resposta das células da teca e
da granulosa séo reguladas pela producédo local destes fatores e 0os mecanismos
para o controle da acdo dos IGFs ocupam a questdo central da regulagdo da
foliculogénese (ARMSTRONG; WEBB, 1997). Segundo Monget, Monniaux e Durand
(1989) as células da granulosa de ovelhas possuem receptores tipo 1 e proteinas
ligantes de IGF-1 que poderiam modular a acdo deste fator de crescimento no
processo de desenvolvimento folicular e atresia. Na fase antral do foliculo, embora e
expressao de receptores para LH em células da granulosa seja importante para que
o LH mantenha o crescimento do foliculo dominante, este evento ndo parece ser
necessario a selecéo folicular. Peptideos intra-ovarianos como o IGF-2, as IGFBPs e
0os FGFs participam de mecanismos de controle que, associados a acao
gonadotrépica, determinam o recrutamento, selecdo e dominéncia folicular
(BURATINI JR., 2007). Assim, a diferenca de diametro folicular observado neste
experimento sugere uma dominancia atenuada do maior foliculo sobre o
subordinado, durante a fase folicular do ciclo estral, cujos mecanismos regulatorios
poderéo ser elucidados em futuros trabalhos.

O restabelecimento do eixo hipotalamo — hipofise — gonadal apds a retirada
do dispositivo vaginal de progesterona promoveu a emergéncia do foliculo ovulatorio
em meédia 8,5 + 0,67 dias ou 203 £ 16 horas apds a colocacado do dispositivo vaginal.
Takada et al. (2009) observaram o inicio da onda -2,08 + 0,48 dias antes da retirada
da esponja de MAP mantida por 12 dias. A emergéncia folicular € dependente do
FSH e com 3mm os foliculos sdo dependentes de LH (PICTON; TSONIS;
MCNEILLY, 1990). Como o aumento da frequencia dos pulsos de LH ocorre sob
baixa concentracdo de progesterona e com isso o desenvolvimento final do foliculo,
a emergéncia da onda ovulatoéria proxima da retirada do dispositivo vaginal sugere a
hipétese de que ndo importando o tempo do protocolo, enquanto houver alta
concentracdo de progesterona, a emergéncia desta onda ocorrera proximo a retirada

do dispositivo vaginal. Contudo, apesar da sincronizagdo da emergéncia folicular, os



67

momentos ovulatérios apresentaram maior dispersdo. No experimento 1, a ovulacéo
ocorreu em média 73 * 14,38 horas e no experimento 2, 74,3 + 7,56 horas ap6s a
retirada do dispositivo vaginal. Isto sugere que para viabilizar uma inseminacao em
tempo fixo com sémen congelado existe a necessidade da aplicacdo de um indutor
para concentrar melhor as ovulagdes.

O crescimento folicular apresentou uma taxa média no periodo de 0,73 + 0,43
mm por dia (Tabela 6). No experimento 2, com o uso do eCG, esta taxa foi de 0,66 *
0,43 mm por dia (Tabela 9). Evans et al. (2000) analisando a dinamica folicular
dentro de um ciclo estral fisiol6gico, encontraram uma taxa de crescimento folicular
de 0,9mm/dia em ovelhas com duas ondas foliculares, sendo o mesmo valor
encontrado por (BARTLEWSKI et al.,, 1999). A taxa de crescimento folicular
observada por (LETELIER et al., 2009) foi de 0,88 + 0,1 mm por dia no protocolo de
6 dias com FGA 40mg.

No presente estudo, a elaboracdo da taxa de crescimento maximo foi uma
alternativa para justificar uma observacdo de campo quanto a contracao folicular pré
ovulatoria. A taxa de crescimento maximo foi de 1,14 + 0,73 mm por dia para o
experimento 1 e 1,11 + 0,38 mm por dia para o experimento 2.

De maneira anéloga, a taxa das ultimas 36 horas veio de uma percepg¢do no
momento da realizacdo dos exames ultrassonograficos que ocorria uma estagnacao
do crescimento folicular, 36 horas antes da ovulacdo. No experimento 1, a taxa de
crescimento nas ultimas 36 horas antes da ovulagéo foi de 0,34 £ 0,92 mm por dia e
no experimento 2, esta taxa foi de 0,39 + 1,01 mm por dia. Alguns autores também
sugerem a fase estética folicular pré ovulatéria em ovinos (EVANS et al., 2000;
DUGGAVATHI et al., 2004).

A taxa de contracao folicular observada no experimento 1 foi de - 1,37 +
1,04mm por dia e no experimento 2 de -1,20 + 0,85mm por dia. Durante o processo
de ovulacdo ocorrem mudancas ciclicas na populacdo de leucocitos no ovério e
estes tipos celulares participam de forma ativa nas mudancas funcionais e
estruturais do foliculo e corpo luteo. No periodo pré-ovulatério e apos o pico de LH
ocorre um marcado influxo de mondcitos e neutrofilos no foliculo. Apds sua ativagéo
secretam médiadores que facilitam a degradacgéo tecidual e promovem mudancas
vasculares que séao criticas para o final do processo ovulatério e ruptura folicular
(BRANNSTROM; ENSKOG, 2002). A diminuicdo do diametro folicular encontrado
neste experimento foi um achado ja relatado, na pratica, por outros pesquisadores
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qgue trabalham com ultrassonografia. Alguns fatores responsaveis pela cascata de
eventos que culminam na ovulagdo em ovinos devem causar esta regressao do
diametro folicular, embora os fatores especificos e o0s mecanismos de acéo

envolvidos, ainda ndo sejam conhecidos.
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7 CONCLUSAO

De acordo com as condicbes em que foram conduzidas este experimento

podemos inferir que:

1. Foi possivel caracterizar a dindmica folicular da ovelha Santa Inés dentro do

protocolo de 9 dias, sem e com a administracdo do eCG.

2. O novo dispositivo de progesterona Primer-PR® foi eficiente em manter altos
niveis de progesterona durante todo o protocolo, o que garantiu a regressao

folicular e a sincronizacdo da emergéncia da onda ovulatéria.
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