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RESUMO

O objetivo do presente estudo foi verificar a influéncia do GnRH em protocolos
de inducdo e sincronizacdo de estro em ovelhas deslanadas da raga Santa
Inés e mesticas Dorper/Santa Inés e compara-los em relagdo as taxas de
sincronizagdo do estro, ovulagdo, concepgdo e a concentragdo sérica de
progesterona. O experimento foi realizado no més de janeiro, no Rio de Janeiro
(22°27’S, 43°39'W). Cinqglenta e quatro ovelhas da raga Santa Inés e doze
mesticas Santa Inés/Dorper (n=66) foram separadas equitativamente em dois
grupos experimentais, controle (T, ,..) € tratado (T,x,), de acordo com o

escore de condigao corporal (3,2 £ 0,5) e peso (43,8 + 11,1Kg). O estro foi
sincronizado com esponjas intravaginais (D0O) impregnadas com 60mg de
acetato de medroxiprogesterona mantidas por seis dias. Vinte e quatro horas
antes da retirada do pessario (D5) foram administradas 300Ul de eCG via
intramuscular (i.m.) e 30ug de d-cloplorstenol via latero-vulvar subcutanea. Um
dia apos a retirada da esponja (D7), o T, ... (1=32) recebeu 1ml de solugédo

fisiologica e T, 5, (N=34) 25ug de GnRH i.m. Os animais de ambos os grupos

foram novamente divididos para serem submetidos a monta natural controlada
(n=41) ou IA laparoscopica (n=25) utilizando reprodutores de fertilidade
comprovada. Para realizagao das coberturas as ovelhas foram rufiadas 12, 24,
36 e 48 horas apdés a retirada da esponja utilizando-se o préprio macho
reprodutor. Foram realizadas até duas coberturas intervaladas em 24 horas. As
inseminagdes foram realizadas sem observagao de estro e com sémen fresco
53,6 £ 1,1 horas apds a retirada da esponja. Vinte fémeas foram selecionadas
aleatoriamente, para acompanhamento da dinamica folicular e coleta de
sangue para dosagens séricas de progesterona. Os exames ultra-sonograficos
foram realizados pelo mesmo operador, 12, 24, 36, 48 e 60 horas apds a
retirada da esponja. O numero, a posigao relativa e o tamanho dos foliculos
ovarianos maiores ou iguais a 3mm foram devidamente anotados. Considerou-
se como dia da ovulagado quando o maior foliculo antes identificado, nao estava
mais presente. As amostras de sangue foram coletadas no dia da inser¢ao da
esponja (DO0), no D4, D5, na retirada da esponja (D6) e um dia apdés (D7). O
percentual de animais em estro (100% vs 95,2%), o intervalo entre a retirada
da esponja e o estro (32,9 + 7,4 vs 29,8 £ 6,9 horas), a duragao do estro (37,4
+ 9,0 vs 31,5 = 10,4 horas), as taxas de concepgdo entre os grupos de
tratamento (57,0% vs 41,0%) e entre os métodos de acasalamento (55,0% vs
37,5%), a taxa de ovulagao (100,0% vs 90,0%), o numero médio de ovulagdes
(1,1+£0,3vs 1,2 £ 0,4), o diametro do foliculo pré-ovulatério (6,4 £ 0,6 vs 6,1 £
0,5 mm), o intervalo médio entre a retirada da esponja e a ovulagdo (59,0 £ 3,5
vs 58,3 £ 3,4 horas) e as concentragdes séricas de progesterona em todos os
momentos de coleta, ndo diferiram (P>0,05) nos grupos T_ ... © Tewrw

respectivamente. Os resultados do presente estudo permitem concluir que o
uso de esponja impregnada com 60 mg de MAP por seis dias e 25ug de GnRH
associados a eCG e PGF2aq, induz e sincroniza o estro em ovelhas e que a
utilizacado de 25ug de GnRH 24 horas apds a remogao da esponja nao altera a
taxa de concepcgéo.

Palavras-chave: GnRH, sincronizagao e indugao do estro, ovulagao, ovelhas.



ABSTRACT

The goal of this study was to verify GnRH influence on estrous synchronization,
ovulation, pregnancy and progesterone levels in ewes submitted to estrous
synchronization with short progestagen treatment. The trial was done in
January in Rio de Janeiro (22°27’S, 43°39'W). Fifty four Santa Inés and twelve
Santa Inés/Dorper crossbred (n=66) ewes were equally assigned to two
treatment groups, T_ ., and T, ., according to the body condition score (3.2 +

0.5) and weigth (43.8 £ 11.1). Estrus was synchronized with vaginal sponges
impregnated with 60mg Medroxyprogesterone Acetate during 6 days. A dose of
300 IU eCG i.m. and 30ug d-cloprostenol by subvulvar via were administered
24h prior to sponges withdrawal (SW). One day after SW, the control group
(T n=32) received 1.0ml NaCl 0.9% solution i.m. and the treatment group

(Tg.ry N=34) received 25ug GnRH i.m. Each group was assigned again to be

half intrauterine inseminated by laparoscopic method (n=25) and the others to
be natural controlled mating (n=41). Artificial insemination (Al) was performed
on unchecked estrous ewes with a single dose of fresh semen applied at 53.65
+ 1.10 hours after SW. For controlled mating, oestrus was monitored at 12, 24,
36, 48 and 60 hours after SW. Two natural controlled mating were realized with
24h of interval after estrous detection. The follow up of ovarian activity was
done in twenty females by real-time ultrasound image equipped with 5.0MHz
linear transducter adapted to be manipulated externally in the rectum.
Examinations were performed, by the same operator at 12, 24, 36, 48 and 60
hours after SW. The number, relative position and size of all follicles with a
diameter 23mm were mapped. The day of ovulation was defined as the day
when the largest follicle was no longer seen. Blood samples were collected for
serum P, concentration on day of sponge insertion (D0), D4, D5, on day of SW
(D6) and one day after SW (D7). Estrous response (100.0% vs 95.2%), average
interval from SW to estrus (32.9 £ 7.4 vs 29.8 + 6.9 h), estrous length (37.4 +
9.0 vs 31.5 £ 10.4 hours), pregnancy rates (57,0% vs 41,0%), ovulation rate
(100.0% vs 90.0%), number of ovulationsewe (1.1 £+ 0.3 vs 1.2 =+ 0.4),
maximum follicular diameter (6.4 £ 0.6 vs 6.1 + 0.5 mm), average interval from
SW to ovulation (59.0 + 3.5 vs 58.3 + 3.4 hours) and serum P, concentration did
not differ (P>0.05) between T, and T, .., respectively. It was concluded that
25ug GnRH after short progestagens treatment associated with eCG and
PGF2a induce and synchronize the estrous in ewes and that 25ug GnRH 24
hours after SW didn’t change pregnancy rates in ewes.

control

Keywords: GnRH, estrous induction and synchronization, ovulation, ewes.
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1 INTRODUGCAO

A ovinocultura no Brasil, atualmente, tem grande potencial de
crescimento. Embora ainda ndo ocupe um lugar de destaque na pecuaria
nacional, conta com um rebanho de 15,5 milhdes de cabecas, de acordo com
os dados do senso agropecuario de 2005 do Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE). Embora a regido Nordeste ainda seja a de maior
expressividade, com 58,44% do contingente do pais, as regides Sudeste e
Centro-Oeste merecem atengdo, pois apresentaram um crescimento
consideravel, 34,23% e 30,24%, respectivamente, de 1998 a 2005. Vale
ressaltar que, neste periodo, o aumento do rebanho bovino nestas regides foi
de 2,48% e 21,65%. Este fato demonstra a verdadeira expansao da
ovinocultura brasileira (SIMPLICIO; SIMPLICIO, 2006).

No Brasil, o consumo das carnes de caprinos e ovinos é influenciado
fortemente por questdes culturais. Atualmente, nos médios e grandes centros
urbanos do Pais, observam-se novos habitos de consumo, que tém favorecido
o crescimento da demanda por produtos derivados da caprino-ovinocultura.
Ressalte-se que apenas o Estado de Sao Paulo necessitaria hoje de um
rebanho da ordem de 28 milhdes de cabecas para atender a demanda por
carne de cordeiro. E estratégico que se aproveite esta oportunidade
disponibilizando aos usuarios carnes de animais jovens, com oferta
sistematica, seguranca alimentar e precos competitivos (SIMPLICIO;
SIMPLICIO, 2006).

Neste sentido o uso de biotécnicas da reproducdo aliadas a
sincronizagao de cio sao ferramentas que facilitam o manejo e favorecem a

produtividade de uma criagdo possibilitando a constancia na oferta de lotes
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homogéneos de animais e propiciando a venda de animais jovens acabados.
O objetivo do presente estudo foi avaliar dois protocolos hormonais de
inducao e sincronizagao de estro em ovelhas deslanadas da raca Santa Inés e
mesticas Dorper/Santa Inés e compara-los em relacdo a sincronizacdo do
estro, a taxa de ovulagao, ao numero de ovulacdes, a taxa de concepgao e a

concentracao sérica de progesterona.



15

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 FISIOLOGIA REPRODUTIVA

2.1.1 Estacionalidade Reprodutiva

Nas zonas temperadas, tanto ovinos como caprinos sao animais
poliéstricos estacionais (JAINUDEEN et al, 2004). Esta estacionalidade é
governada pelo fotoperiodo, com a atividade estral comeg¢ando durante o
periodo em que diminui a duragéo de luz, ou seja, nos dias curtos do outono e
do inverno (SENGER, 1999; JAINUDEEN et al., 2004). Tudo indica que, ao
longo dos anos, a selegdo natural favoreceu os partos em épocas mais
apropriadas do ano, em relagcdo ao clima e a oferta de alimentos. O anestro
sazonal provavelmente se desenvolveu como um caminho para evitar a
concepgao nos periodos do ano em que a sobrevivéncia das crias fosse baixa
(SENGER, 1999). Assim, parece que alguns mamiferos, principalmente as
ovelhas, possuem um sistema sinalizador com uma resposta neuroenddcrina
apropriada a variagdo ambiental, assegurando que a atividade reprodutiva
ocorra nas épocas mais favoraveis do ano (GORDON, 1997). A duragdo da
estacdo sexual varia de acordo com a extensdo do dia, com a raga e com a
nutricdo (JAINUDEEN et al., 2004).

Sob condi¢des naturais de luminosidade, a atividade ovariana esta
relacionada com a proporcao diaria de horas de luz:escuro. A atividade sexual

comega, para diferentes racas, entre 60 e 120 dias apds essa proporcao
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comecgar a diminuir (ROBERTSON, 1977). Nas zonas tropicais, onde a
variagao da intensidade luminosa é menor, a tendéncia é que ovinos e caprinos
se reproduzam durante o ano todo. Logo, quando ragas de zona temperada
sdo introduzidas nos tropicos, perdem gradativamente esta estacionalidade e
adquirem os padrdées de reprodugao caracteristicos do novo ambiente
(JAINUDEEN et al, 2004). No Sudeste do Brasil, a diferenga entre o maior
(13h33min) € o menor (11h23min) dia do ano gira em torno de 2 horas.
Enquanto que, no sul do Brasil, esta variagcédo € de, aproximadamente, 3h50min
(CORDEIRO, 1992). Segundo Traldi (2000) no Hemisfério Sul, a diferenga de
luminosidade entre as estacbes do ano € menos marcante que no Hemisfério
Norte, atingindo uma luminosidade minima de aproximadamente 10h30min de
luz no dia mais curto do ano (21/06) contra 13h30min de luz (22/12) no dia
mais longo do ano.

A influéncia do fotoperiodo é diretamente interdependente da latitude
(SASA et al., 2002). Em latitudes mais elevadas, a variacdo da intensidade
luminosa € maior, assim os efeitos do fotoperiodo sobre a estacionalidade
reprodutiva sdo mais pronunciados; enquanto que em baixas latitudes, como a
diferenca de horas de luz e escuro por dia € menor, o fotoperiodo tem pouco ou
quase nenhum efeito sobre a atividade reprodutiva (CHAMINEAU" et al., 1993
apud SASA et al., 2002). Nestas condi¢des, o anestro sazonal ndo ocorre ou
esta muito reduzido e mais relacionado as variacbes de disponibilidade e
qualidade das forragens (CERNA et al., 2000).

Como o territério brasileiro se estende sobre uma grande variedade de
latitudes (5°16’N a 33°45’S), as caracteristicas da atividade ciclica reprodutiva
de ovelhas variam consideravelmente dependendo da regido (RODRIGUES et
al., 2007). Estes autores mostraram que no Sudeste do Brasil (21°59’S,
47°26'W), borregas das racas lanadas Romney Marsh e Suffolk apresentaram
uma reducado no numero de periodos de estros/animal/més na primavera e no
verdo, ao passo que para as fémeas da raga deslanada Santa Inés, esta
reducao so foi significativa no verdo e com equilibrada distribuicdo dos estros
ao longo do ano.

Coelho et al. (2006) estudaram o padrdo anual de liberagcdo de

1 CHAMINEAU, P.; BERTHELOT, X.; MALPAUX, B. et al. La maitrise de la reproduction par la
photopériode et la mélatonine chez les mammiféres d’élevage. Cashiers Agriculture, v.2,
p.81-92, 1993.
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melatonina e progesterona em quatro borregas da raga Santa Inés com 8,3 +
0,9 meses de idade e 44,2 + 0,8Kg, sob fotoperiodo natural também no
Sudeste do Pais (21°59’). As coletas mensais de sangue para determinagao
das concentragcdes de melatonina, no inicio e no final de cada noite,
confirmaram que existe um padréo de variagao individual ao longo do dia, além
de maior liberacdo de melatonina durante o outono e inverno, evidente apenas
nos periodos noturnos. Realizando duas a trés coletas de sangue por semana,
ao longo do ano, para a determinagdo das concentragbes plasmaticas de
progesterona, os autores observaram que o padrdao de secreg¢ao foi constante
(>2ng/ml), ndo sendo observadas diferengas entre as quatro estagdes: 3,24 +
0,18ng/ml na primavera; 2,72 £ 0,19ng/ml no veréao; 3,12 + 0,18ng/ml no outono
e 3,18 £ 0,18ng/ml no inverno. Estes resultados sdo um indicativo de que todas
as fémeas se encontravam em atividade ovulatéria, durante o ano todo. Apesar
das evidéncias dos estudos de Coelho et al. (2006) ainda n&o €& possivel
confirmar com precisao este padrao reprodutivo, uma vez que, o mesmo foi
realizado com apenas quatro animais jovens.

O modelo hipotético descrito para o controle da estacionalidade
reprodutiva na ovelha considera apenas a habilidade das alteragcbes sazonais
tornarem o sistema de geracao de pulsos de LH mais ou menos sensitivo ao
feedback negativo do estradiol. Ha, entretanto, evidéncias de que o fotoperiodo
também exerca um efeito direto no pulso de geracdo de LH,
independentemente da acao de esterdides (ROSA et al., 2003).

A sazonalidade é regida pela transmissao da luminosidade em um sinal
fisiologico através da melatonina, que é sintetizada e secretada durante as
horas de escuridao, pela glandula pineal (SENGER, 1999).

A melatonina é o principal hormbnio secretado pela glandula pineal.
Varios estudos mostraram evidéncias que o padrao de secregcao desse
horménio segue o ritmo circadiano, com significativa secre¢cdo ocorrendo nos
periodos escuros do dia e com luz agindo como fator supressor da secregao.
Consequentemente os niveis de melatonina, tanto na glandula pineal como no
sangue, sao altos a noite e baixos pela manha. Assim, dias longos séao
caracterizados por um periodo curto de secrecdo de melatonina, enquanto os
dias curtos sédo caracterizados por uma longa duragao da secregéo. Entretanto,

ja foi observado que o ritmo circadiano persiste em periodos constantes de
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escuriddo, sendo eliminado em periodos constantes de Iuminosidade
(ROLLAG; NISWENDER, 1976) ou quando os animais sao submetidos a
pinealectomia ou a retirada do ganglio cervical superior, quando entdo a
melatonina € secretada em quantidades pequenas ou indetectaveis
(DEVESON et al.,1992). Isso indica que o ritmo é gerado endogenamente,
presumivelmente sob o controle do SNC (ROSA; BRYANT, 2003).

Este horménio pode agir em diferentes niveis do sistema reprodutivo,
sua principal acédo parece ser no SNC. Um efeito direto da melatonina sobre o
GnRH foi demonstrado por Viguié et al. (1995) que observaram um aumento na
frequéncia do pulso de secrecdo de GnRH quando ovelhas ovariectomizadas
expostas a dias longos foram tratadas com estradiol e implantes de melatonina.

A duracdo de cada episédio noturno de liberacdo € inversamente
proporcional a duragao do dia. O ritmo de secrecdo de melatonina parece servir
como um sinal interno representando a duragéo do dia, sendo capaz de regular
as variacdes sazonais na fisiologia e no comportamento (GOLDMAN, 1999). A
diminuicdo da luz é captada visualmente por fotoreceptores da retina e é
transmitida para o nucleo supraquiasmatico do hipotalamo, seguindo para o
ganglio cervical superior e para a glandula pineal. Reduzida a inibigdo causada
pela luz, a melatonina ¢é liberada pelos pinealdcitos (SENGER, 1999)
estimulando a secrecdo de GnRH pelo hipotalamo, o que parece ser
responsavel pela indugcdo do estro na estagdo reprodutiva (MOBINI; et al.,
2002).

2.1.2 Ciclo Estral

Ciclo estral € um conjunto de eventos que se repetem sucessivamente
como resultado da interagdo coordenada do sistema nervoso central
(hipotalamo-hipofise) com o sistema reprodutivo (ovarios e utero). A
comunicacgao ocorre principalmente mediante os hormbénios GnRH, LH, FSH,
estradiol, progesterona e prostaglandina (GONZALEZ, 2002).

De maneira geral, o ciclo pode ser dividido em duas fases, luteal e
folicular (RUBIANES, 2000a). A primeira inicia-se logo apos a ovulagdo, num
processo chamado luteinizacdo, no qual as células da teca interna e da

granulosa sofrem alteragdes morfobioquimicas, marcadas pela intensa
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angiogénese, proliferacdo de células fibroblasticas e hipertrofia das células
luteinicas (MORAES et al., 2002). A medida que a fase lutea progride, o corpo
luteo (CL) produz volume crescente de progesterona até atingir a um platé de 2
a 4ng/ml, por volta do sexto dia, que se mantém neste patamar até a lutedlise
15¢ dia do ciclo (PANT et al.,1977; ROBERTSON, 1977). Por isso, esta fase
pode ser caracterizada por um ovario contendo um CL, resultante do
rompimento do foliculo pré-ovulatério (MORAES et al., 2002). Em ovelhas, tem
duracdo aproximada de 11 dias e se estende desde o dia dois (estro dia=0) até
aproximadamente o dia 13 do ciclo. No entanto, sua duracdo depende de se
tornar ou nao gestacional (GONZALEZ, 2002).

As concentragdes plasmaticas de progesterona s&o indetectaveis logo
apos a ovulagdo, mas comegam a aumentar gradualmente a partir do 3° dia do
ciclo e, na maioria das espécies, mantém-se elevadas durante 12 dias. Em
ovelhas, essas concentragdes ficam em torno de 3,7ng/ml na fase luteal
(GONZALEZ, 2002). Zarkawi (1997) estudou durante um ano, através de
radioimunoensaio (RIA), o perfil de progesterona de 16 ovelhas da raga
Awassi, em diferentes estagios reprodutivos. O autor observou que a

concentragéo de P, na fase luteal variou de 5,8 a 18 nmol/lI'* (11,0 + 3,3 ng/ml)
e a concentragao basal antes do acasalamento variou de 0 a 1,7 nmol/L-* (0 a
0,53 ng/ml). Mukasa-Mugerwa et al. (1990) consideram que valores
plasmaticos de P, superiores a 3 ng/ml caracterizam a fase de diestro (luteal)
ou gestacgao.

A fase folicular tem duracdo média de dois dias, estendendo-se do dia
14 (lutedlise) até o dia um (ovulagédo) (RUBIANES, 2000a; GONZALEZ, 2002).
Esta fase, corresponde ao periodo pos-lutedlise até a ovulacdo, e se
caracteriza por secregao estrogénica gradualmente acelerada e alteragdo da
mucosa uterina e vaginal. E nesta fase que o animal apresenta os sinais de
estro. As concentragbes plasmaticas de P, giram em torno de 0,25ng/ml
(GONZALEZ, 2002). De acordo com Minton et al (1990), valores plasmaticos
de P, inferiores a 1ng/ml podem caracterizar as fases de estro ou de anestro,
sendo que no anestro as concentragdes permanecem baixas por um periodo
superior a dez dias. Segundo Mukasa-Mugerwa et al. (1990) concentragdes

persistentes de P, menores que 3,18 nmol ' (1ng/ml) s&o indicativas de
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anestro, de fase folicular ou de inicio da fase luteal. As concentra¢des basais
de 0,2ng/ml possivelmente se originam do cértex da adrenal, uma vez que,
concentragcdes similares foram encontrados em ovelhas ovariectomizadas ou
em anestro (ROBERTSON, 1977).

O termo estro é usado para definir o periodo durante o qual a fémea da
maioria dos mamiferos aceita a cobertura do macho e o inicio do estro é
marcado pelo momento que a fémea aceitou a monta pela primeira vez. A
maioria das ragas de ovinos apresenta um intervalo médio interestros de 16,5 a
17,5 dias (ROBERTSON, 1977), alguns autores consideram que o ciclo
completo tem duragao de 17 * 2 dias (RUBIANES, 2000a).

O periodo médio de receptividade sexual é de 24 a 30 horas, no entanto,
pode ser reduzido se a copula for realizada no inicio do estro (ROBERTSON,
1977). Gonzalez (2002) considera que, de forma geral, este periodo tem
duracédo de 24 a 48 horas, podendo variar de acordo com a raca e a taxa de
ovulagcado, sendo diminuido em 50% nos animais com taxas menores. Para
Mobini (2002) o estro na ovelha varia de 15 a 45 horas (média de 30).

A ovulagdo € espontdnea e ocorre cerca de 24 a 27 horas
(ROBERTSON, 1977) ou 21 a 45 horas (MOBINI, 2002), apés o inicio do estro.
Este periodo coincide aproximadamente com 14 a 26 horas apds o pico de LH
(MOBINI, 2002). Ovulagdes duplas e triplas s&do comuns e ocorrem dentro de
duas horas apds a primeira ovulagao (LINDSAY?, 1991 apud SASA, 2002). A
taxa de ovulacdo varia com a estagdao do ano, a idade e com o status
nutricional da ovelha (ROBERTSON, 1977). O pico de prolificidade é alcangado
dos quatro aos seis anos de idade, mas fémeas com até 18 anos sao capazes
de levar uma gestacdo a termo. Sob condi¢bes nutricionais abaixo da
recomendada, a fecundidade €& diminuida por uma redugdo na taxa de
ovulagéo (ROBERTSON, 1977).

O estro manifesta-se, basicamente, pelo efeito do estrogénio (E,) no
sistema nervoso central, a progesterona exerce um efeito sinérgico. Quando o
hipotalamo €& previamente exposto a progesterona, baixas concentracbes de
17B-estradiol (15 pg/ml) sdo capazes de induzir a receptividade sexual
(ROBERTSON, 1977). A sequéncia da agdo do E, para a indugdo do estro

2 LINDSAY, D.R. Reproduction in the sheep and goat. In: CUPPS, P.T. (Ed.) Reproduction in
domestic animals. 4.ed. San Diego: Academic Press, 1991. p.491-515.
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deve-se a um periodo de elevada concentragdo de progesterona seguido de
queda, e elevagdo de estradiol por 1 a 2 dias (GONZALEZ, 2002). A
progesterona secretada durante a fase luteal exerce varios efeitos no ciclo
estral, dentre eles, um priming sobre os centros comportamentais do cérebro,
de forma que o comportamento de estro sera induzido pelo aumento posterior
dos estrégenos (RUBIANES, 2000a).

Na ovelha, a primeira ovulagdo na pré-puberdade ou antes de um novo
periodo de atividade reprodutiva, ndo € acompanhada pelo comportamento
estral. Isso porque ndo ocorreu a exposigao prévia a progesterona, uma vez
que era impubere ou estava no anestro. A progesterona proveniente do CL
desta primeira ovulagdo permitira que o comportamento de estro seja
manifestado, quando ocorrer o pico de estradiol na ovulagdo seguinte
(SENGER, 1999). Boscos et al., (2002) demonstraram que apenas 15,4% dos
animais sem atividade ovariana prévia apresentaram estro em resposta ao
tratamento progestageno em comparagao aos 52,9% dos que apresentavam
atividade ovariana prévia ao tratamento.

A idade a puberdade e a primeira concepgao sao economicamente
importantes num sistema de produgdo (ROBERTSON, 1977). A maioria das
racas de ovelhas chega a puberdade com seis meses de idade, mas a primeira
gestacdo ndo deve ocorrer antes de oito a dez meses (RUBIANES, 2000a).
Nas racas e locais onde a sazonalidade é evidente, a idade a puberdade é
influenciada pelo periodo do ano em que o animal nasce. Os animais nascidos
no inicio da primavera irdo ciclar e conceber com seis a oito meses de idade,
enquanto que aqueles nascidos no final da primavera n&o vao ciclar até cerca
de 16 meses (ROBERTSON, 1977).

Segundo Cunha e colaboradores (2002), a puberdade na espécie ovina
ocorre entre seis e oito meses de idade, entretanto os autores nao
recomendam, para as nossas condi¢des, cobrir as fémeas antes que alcancem
% do seu peso adulto, ou seja, 60kg para as ragas de grande porte (Suffolk, llle
de France e Hampshire Down), 45kg para as de médio porte (Poll Dorset, Texel
e Santa Inés) e 35kg para as de menor porte (Morada Nova). O maior problema
da cobertura precoce seria 0 aumento da mortalidade das crias devido a
incapacidade da fémea em manter a gestagdo, a menor produgéo de leite, a

maior probabilidade de rejeicdo por imaturidade da fémea, além do
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comprometimento do crescimento da matriz. Num estudo comparando a
influéncia de diferentes niveis energéticos na dieta sobre idade e peso a
puberdade, em borregas da raga Morada Nova no Nordeste do Brasil, Johnson
et al. (1988) observaram que, quando alimentadas durante a fase de
crescimento, as borregas alcangam peso de 18-22kg aos 260-320 dias de
idade e expressam comportamento de estro se expostas aos machos.

Num estudo com 72 fémeas deslanadas na mesma regido, Silva et al.
(1988) observaram que idade e peso a puberdade para os ovinos das ragas
Morada Nova, Somalis brasileira e Santa Inés, na pastagem nativa, foram de
306,9 dias-23,2 kg; 346,0 dias-19,3 kg e 360,0 dias-27,1 kg, respectivamente.
No confinamento estes valores foram de 250,7 dias-23,8 kg; 268,4 dias-23,7 kg
e 277,8 dias-34,2 kg. Assim, eles concluiram que o0 manejo nutricional
influencia a idade (P<0,05) e o peso (P<0,001) em que os animais entram na

puberdade.

2.1.3 Dinamica Folicular Ovariana

Antes do uso da ultra-sonografia para o estudo do ciclo estral em
pequenos ruminantes, alguns autores consideravam que nao parecia haver
nenhuma relacdo entre o numero de foliculos e o estagio do ciclo estral
(KAMMLADE? et al., 1952 apud EVANS 2003b). Com o desenvolvimento da
ultra-sonografia como uma ferramenta n&o invasiva para monitorar o
crescimento e regressao dos foliculos ovarianos e do CL (PIERSON;
GINTHER,1984), pdde-se afirmar que os foliculos ovarianos crescem em
grupos num padrdao de ondas durante o ciclo estral em bovinos (SIROIS;
FORTUNE 1988). Mais tarde, este achado se estendeu a outras espécies
(EVANS, 2003b). Assim, com a introdug¢ao do uso da ultra-sonografia transretal
como instrumento do estudo da fisiologia ovariana, permitiu-se a obtengao de
informagdes sobre a dinadmica folicular durante o ciclo estral e anestro sazonal
e sobre o desenvolvimento de ondas foliculares em muitas espécies
(MENCHACA; RUBIANES, 2002). Bartlewski et al. (2002) demonstraram que a

ultra-sonografia transretal € uma ferramenta util no estudo da fung&o ovariana

3 KAMMLADE WG, WELCH JA, NALBANDOV AV, NORTON HW, Pituitary activity of sheep in
relation to the breeding season. Journal of Animal Science 11, 646—655, 1952:
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de ovelhas a partir de quatro semanas de idade.

Durante o ciclo estral ocorre uma cadeia de eventos que se repetem
sucessivamente até o impedimento da lutedlise pela gestagcao (ou no anestro
fisiolégico, no caso das ovelhas). Na ovelha o processo de foliculogénese tem
inicio na fase fetal, com a formacdo de um pool de foliculos primordiais, que
vao se desenvolver ao longo da vida reprodutiva da fémea (MORAES et al.,
2002). Estima-se que ao nascimento haja em torno de 100 a 200 mil foliculos
primordiais. Esse pool ndo é renovavel e durante a vida do animal se
desenvolvem em foliculos primarios, secundarios e terciarios (antral), antes da
ovulagéo (EVANS, 2003b).

Independente do estagio fisioldgico, os ovarios da maioria dos animais
de producédo contém um grande estoque de foliculos primordiais, e uma
populagdo mais limitada de foliculos pré-antrais (100 a 1000) e antrais (50 a
300). O tempo requerido para o crescimento dos foliculos primordiais e pré-
antrais a ovulacdo € de meses e semanas, respectivamente (DRIANCOURT,
2001). Na ovelha adulta, o tempo para que um foliculo evolua até o estadio
antral foi estimado em 130 dias (CAHILL*, 1981 apud MORAES et al., 2002). A
maioria destes foliculos durante o crescimento vao se degenerar no processo
conhecido por atresia folicular, enquanto, apenas uma minoria ira completar a
maturacéo e ovular (MORAES, 2002).

Nos pequenos ruminantes o desenvolvimento folicular ocorre em ondas
(RUBIANES, 2000a; EVANS, 2003b; MENCHACA; RUBIANES, 2004). Esta
afirmacgao foi comprovada por Evans et al. (2000) em experimento avaliando
diariamente, por ultra-sonografia, o numero de foliculos pequenos, médios e
grandes de um total de 31 ciclos estrais. Os autores observaram o aumento
significativo no numero de foliculos a intervalos regulares. Evans (2003b)
considerou que uma onda folicular é caracterizada pelo crescimento sincrénico
de um grupo de foliculos semelhantes, de onde um (ou mais, dependendo da
espécie) continuara o crescimento enquanto outros irdo regredir em intervalos
variaveis.

De maneira geral, em uma onda folicular, trés eventos sdo morfo e

fisiologicamente caracterizados: emergéncia, desvio e dominéncia (GINTHER

4 CAHILL, L.P. Folliculogenesis in the sheep as influenced by breed, season and oestrous
cycle. Journal of Reproduction and Fertility, Suppl, v.30, p.135-142, 1981.
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et al., 1996). A emergéncia € o inicio de uma onda folicular e € marcada pelo
crescimento sincrbnico de diversos pequenos foliculos (MENCHACA;
RUBIANES, 2002). Para Evans (2003b), o dia da emergéncia da onda é o
primeiro dia da onda folicular em que um grupo de foliculos pode ser detectado
através de ultra-sonografia. O termo “recrutamento folicular” é frequentemente
utilizado como sinénimo de emergéncia (GINTHER et al., 1996) mas, € melhor
definido como o crescimento de foliculos que tenham se tornado dependentes
de gonadotropinas (DRIANCOURT, 2001). Desvio folicular é o processo que
resulta na diminuigdo do numero de foliculos crescentes numa onda, pelo
processo de regressao, até um numero espécie-especifico - de foliculos que
irdo ovular. Este processo ocorre por um periodo determinado de tempo e
acaba quando o foliculo dominante é selecionado, o que é visto pela diferenca
no tamanho dos foliculos (EVANS, 2003b). Este momento é referido como
desvio, pois ha uma divergéncia na taxa de crescimento (GINTHER, et al.,
1996) e foliculo dominante continua o seu crescimento enquanto o crescimento
e desenvolvimento dos outros foliculos € inibido. Os foliculos subordinados
sdo aqueles restantes que regridem na presenga de um foliculo dominante
(EVANS, 2003b).

A qualquer momento pode haver cerca de 50 foliculos antrais nos
ovarios de um ovelha adulta, com trés a seis foliculos com mais de 2 mm de
didmetro detectaveis através da ultra-sonografia. Nesta espécie, o
recrutamento folicular normalmente ocorre quando os foliculos medem cerca
de 2 a 3 mm (EVANS et al., 2000). Ao passo que, de acordo com Ginther et al
(1995), Bartlewski et al (1999) o foliculo dominante e o maior foliculo
subordinado alcangam didmetro maximo de 5-7 e 3-5 mm, respectivamente.

De acordo com diferentes autores (BARTLEWSKI et al., 1999; VINOLES
et al., 1999; EVANS et al., 2000) o numero de ondas por ciclo varia de duas a
quatro, sendo que o padrdo mais encontrado em ovelhas é o de trés
(MENCHACA; RUBIANES, 2004). Estas emergem em intervalos de quatro a
seis dias, tanto na estacdo reprodutiva como durante o anestro estacional
(RUBIANES, 2000a; MENCHACA; RUBIANES, 2004). O dia da emergéncia de
cada onda varia com o numero de ondas por ciclo e é muito dificil determinar
exatamente este momento, exceto o dia da primeira onda que, ocorre por volta
do dia da ovulagdo (MENCHACA; RUBIANES, 2004). Avaliando diariamente
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por ultra-sonografia o numero de foliculos pequenos, médios e grandes de um
total de 31 ciclos estrais, Evans et al. (2000) observaram a ocorréncia de dez
ciclos com 2 ondas, vinte com 3 e apenas um ciclo com 4 ondas. Estes ciclos
estrais apresentaram duracédo de 156 += 16, 16,1 + 1,1 e 17 dias,
respectivamente, mostrando que a duragao do ciclo depende do numero de
ondas foliculares. Entretanto, Leyva et al. (1998) ndao observaram diferengas na
duracédo do ciclo estral (16,5 + 0,2 dias) entre ovelhas sincronizadas para
explicar a diferenga no numero de ondas foliculares, e atribuiram este achado a
individualidades da raga utilizada e ao tratamento com hormdnios exdgenos.
Evans et al. (2000) tracaram o perfil de um ciclo com duas e trés ondas de
crescimento folicular. No ciclo de duas ondas o numero de foliculos emergindo
foi maior e a emergéncia ocorreu nos dias 1 e 9 do ciclo, ao passo que no de
trés ondas ocorreu nos dias 3, 7 e 12. Ademais, o segundo maior foliculo da
onda emergiu concomitante ao foliculo dominante em ambos os ciclos. O
didmetro maximo alcancado foi semelhante nos dois ciclos (6.5 + 0.2mm e 6.5
+ 0.1mm).

As gonadotrofinas hipofisarias, FSH e LH, atuam na manifestacgéo,
manutencdo e suspensido dos trés eventos de uma onda folicular. O FSH
determina a emergéncia das ondas, uma vez que, uma elevagao nas suas
concentragcdes é observada um a dois dias antes de cada onda (GINTHER et
al., 1995). A selegao do foliculo dominante permite que ocorra um feed-back
positivo com o eixo hipotalamo-hipéfise culminando na ovulagdo (MENCHACA,;
RUBIANES 2002). Do ponto de vista hormonal s&o relatados quatro estagios
de acordo com a atividade hormonal predominante: gonadotrofina
independente, FSH dependente correspondente a fase de recrutamento, FSH e
LH dependente e LH dependente (GINTHER et al 1996). Scaramuzzi et al.
(1993) sugeriram um modelo funcional de crescimento folicular na espécie
ovina, que se dividiu em cinco grupos baseado na dependéncia ou
sensibilidade dos foliculos a gonadotrofinas.

O primeiro grupo € dos foliculos primordiais, que sdo pequenos e estdo
presentes em grande numero nos ovarios (40.000-300.000). Estes foliculos
medem aproximadamente 0,03 mm e os seus odcitos sao livres da zona
pelucida. Eles ndo possuem receptores nem para FSH e nem para LH.

Também n&do possuem atividade aromatase (SOUZA et al.,1997). O
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crescimento de foliculos primordiais em primarios parece ser independente das
gonadotrofinas porém ha indicios de que ocorra a participagao de fatores de
crescimento. Os foliculos primordiais ndo tém suprimento sanguineo proprio e,
dessa forma recebem nutrientes por difusdo. Neste desenvolvimento, as
células da granulosa crescem e se multiplicam e uma vez iniciado o
desenvolvimento (diz-se foliculos ativados), os foliculos estdo comprometidos a
crescer, resultando em atresia ou ovulacdo (MORAES et al., 2002).

O segundo grupo é o dos foliculos primarios, aproximadamente 4.000.
Estes ainda ndo sdo dependentes de gonadotrofinas, mas os ovdcitos ja estao
sendo envolvidos pela zona pelucida. Possuem tamanho de 0,03 a 0,1mm e
receptores para FSH podem ser identificados nas células da granulosa e as
células da teca ja possuem receptores para LH (SOUZA et al.,1997).
Provavelmente, a interagdo de diversos fatores de crescimento seja
responsavel pelo recrutamento do foliculo primordial até a expressao de RNAm
para receptores de FSH e consequente dependéncia de gonadotrofinas para
continuar seu desenvolvimento.

O terceiro grupo, € o do foliculos responsivos a gonadotrofinas, de
aproximadamente 25 foliculos (SOUZA et al.,1997). Na ovelha os foliculos
responsivos a gonadotrofinas variam entre 0,1 e 2,5mm de didmetro e sao
conhecidos como foliculos pré-antrais tardios ou pequenos foliculos antrais.
Eles possuem receptores de FSH nas células da granulosa e receptores de LH
nas células da teca, entretanto, o suporte de gonadotrofinas ndo nao é
essencial para seu desenvolvimento (Mc NATTY et al., 1990). Neste periodo
ocorre um rapido crescimento folicular e uma taxa maxima de proliferacdo das
células da granulosa. A ativacdo da aromatase € um passo crucial no
desenvolvimento folicular, entretanto, uma quantia significativa de estradiol ndo
€ detectada antes do foliculo alcangar 0,5mm (SOUZA et al.,1997).

O quarto grupo € o dos foliculos dependentes de gonadotrofinas, nesta
fase ocorre a selecdo. Estes estdo em menor numero (1-8 foliculos). O
requerimento de gonadotrofinas para o crecsimento folicular se inicia a partir de
foliculos com didmetro acima de 2,5mm. Primeiramente este desenvolvimento
€ dependente de FSH, uma vez que, apenas o FSH é capaz de estimular o
desenvolvimento folicular (CAMPBELL et al., 1995). Essa dependéncia de FSH

também torna esta classe de foliculos particularmente susceptivel a atresia
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(SCARAMUZZI, et al., 1993). Quando o foliculo selecionado aumenta de
tamanho, paralelamente aumenta a producao de estradiol, androstenediona e
inibina, que reduz a concentragdo de FSH (SOUZA et al.,1997). Receptores
para LH desenvolvem-se nas células da granulosa e da teca deste foliculo e
esses sao induzidos pela agao combinada do estradiol e o FSH.

O quinto e ultimo grupo é o dos foliculos ovulatérios, que medem de 2,5
a 6,0mm; encontram-se de 1 a 2 foliculos nesta fase, também conhecida como
fase de dominancia. Os foliculos ovulatérios possuem um grande numero de
receptores de FSH e de LH e a sua atividade aromatase é maxima,
aumentando a concentracao de estradiol intra-folicular. O foliculo ovulatério é
responsavel por 90% do estradiol circulante, fator crucial para a continuagao do
seu desenvolvimento (VINOLES, 2003).

Ha evidéncias de que o maior foliculo da onda inibe o desenvolvimento
dos outros foliculos. Gonzalez-Bulnes et al., (2004) estudaram a atividade
endocrina em oito ovelhas Scotish Blackface. Os autores aplicaram doses
endovenosas de 2ug de LH a cada 90 minutos durante 14 dias. Neste periodo
realizaram exames ultra-sonograficos diariamente e coletaram sangue a cada
12 horas para dosagem plasmatica de FSH, LH, inibina e estradiol. Foi
observado que a presenga de foliculos grandes coincidiu com a baixa
amplitude e alta frequéncia (2ug a cada 90 minutos) nos pulsos de LH e inibiu o
crescimento de outros foliculos presentes no ovario. Essa inibicdo ocorre,
principalmente, por fatores sistémicos, pois o crescimento do maior foliculo
estd relacionado com uma diminuicdo das concentragdes de FSH e,
consequentemente, com o numero de foliculos em ambos os ovarios.

Entretanto, os autores mostraram duas evidéncias que suportam a
hipétese de que pode haver alguma influéncia do foliculo dominante no interior
do ovario: (a) embora tivesse um numero semelhante de novos foliculos
crescendo em ambos os ovarios, este fato foi mais fortemente suprimido no
ovario contendo o foliculo dominante; (b) exceto em uma ovelha, a emergéncia
de novos foliculos grandes sempre ocorreu no ovario contralateral aquele que
ja continha um foliculo grande. O estudo mostrou uma diminuicdo no numero
de pequenos foliculos crescendo no ovario ipsilateral ao do foliculo dominante
e a maioria dos foliculos médios se desenvolvendo no ovario contralateral ao

do maior foliculo, resultado que sugere que a dominancia sistémica causada
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por baixas concentracbes de FSH €& incrementada por uma interacao
intraovariana entre os foliculos.

Os autores consideraram entdo, que o mecanismo de dominancia em
ovelhas é diferente daquele observado em vacas, no qual o foliculo dominante
inibe o crescimento de outros foliculos. Em ovelhas parece que o surgimento
de novos foliculos estd diminuido, mas nao inibido, embora o seu
desenvolvimento subsequente esteja suprimido.

Rubianes e Menchaca (2006), realizaram um tratamento
superestimulatorio com FSH em ovelhas, dividido em seis aplicagdes iguais a
cada 12 horas, tendo inicio no momento da emergéncia da primeira onda de
crescimento folicular (imediatamente apds a ovulagcéo) ou trés dias mais tarde
(i.e. na auséncia ou presenga do maior foliculo, respectivamente). Todos os
animais foram avaliados, por meio da ultra-sonografia transretal duas vezes ao
dia, quanto ao numero total de foliculos iguais ou maiores do que 3 mm. O
recrutamento folicular promovido pelo FSH foi afetado pela presenga do maior
foliculo em fase de crescimento no momento em que se iniciou o tratamento
(i.e. ovelhas tratadas no dia 3). Nas ovelhas tratadas no dia 0, o FSH promoveu
um aumento da populagdo de foliculos grandes nas 48, 72 e 96 horas
posteriores. Em contraste, a presenga de um foliculo grande no inicio do
tratamento (ovelhas tratadas no dia 3) reduziu o numero de foliculos
recrutados, sendo este fato atribuido ao efeito inibitério da presengca de um
foliculo grande (dominante).

Flynn et al. (2000) verificaram que entre os dias 16 e 20 do ciclo estral
havia menos foliculos de tamanho médio no ovario quando um foliculo maior
estava presente por maior tempo e sugeriram que um foliculo dominante com
meia vida prolongada inibe o crescimento de outros foliculos no ovario,
suportando o conceito de dominancia em ovelhas.

Evans et al. (2000) também observaram evidéncias que sustentam o
conceito de dominancia em ovelhas. Inicialmente acompanharam 31 ciclos e
em cada onda havia sempre um foliculo significativamente maior. Desses 31
ciclos observaram apenas duas ovulagdes duplas, além disso, os foliculos da
onda ovulatéria s6 emergiram no final da fase estatica do maior foliculo da
onda anterior, ou seja, no periodo entre o final da fase de crescimento e o inicio

da fase de regressdao. Em um segundo experimento realizaram ovariectomia
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em seis animais no dia 5 do ciclo (D5) e em cinco animais no dia 14 do ciclo
(D14) obtendo ao final um total de 84 foliculos dissecados para avaliar didametro
e concentragdo de estradiol e progesterona. Neste estudo, a média das
concentragcdes de estradiol de um foliculo das ondas um (D5) e trés (D14) foi
maior ou tendeu a ser maior e a razdo estradiol:progesterona foi maior do que
nos outros foliculos da onda, mostrando que numa onda folicular ha uma
hierarquia entre os foliculos no que diz respeito ao didmetro folicular e a
concentracao de esterdides do fluido folicular.

Entretanto, Johnson et al. (1996) avaliaram o desenvolvimento folicular
diariamente a partir do quarto dia do ciclo estral em ovelhas e observaram que
um foliculo relativamente jovem é capaz de aumentar seu tamanho e,
eventualmente ovular na presenga de um foliculo ovulatério mais velho, ndo
suportando o suposto efeito inibitério de um foliculo pré-ovulatério sobre o
crescimento de outros foliculos menores. Para Flynn et al. (2000), a
dominancia dos foliculos ovulatérios nesta espécie ainda é questionavel.

O crescimento e atresia dos foliculos continua até cerca de 60 dias de
gestacdo, quando foliculos de 5mm ainda podem ser identificados
(ROBERTSON, 1977).

2.1.3.1 DinAmica Folicular Ovariana no Anestro

A dinamica folicular e o perfil hormonal no anestro foram determinados
por Bartlewski et al. (1998), através do acompanhamento ultra-sonografico de 4
periodos de 17 dias, em doze ovelhas Western White—faced.

Os autores mostraram que os ovarios se mantém ativos durante esta
fase e que o maior foliculo antral alcanga tamanho pré-ovulatério (25mm de
didmetro) em todos os estagios do anestro. O numero de foliculos antrais
grandes (25mm) n&o difere ao longo do anestro, apresentando o tamanho e
duracao médios de 5,9 + 0,3mm e 7,7 = 0,9 dias, respectivamente. Além disso,
esses foliculos exibem um padrao de desenvolvimento em ondas, com média
de 2,8 £ 0,1 ondas a cada 17 dias, intervalo de emergéncia entre ondas de 4,6
+ 0,5 dias e 1,2 + 0,1 foliculos por onda. Esse padréo ritmico de emergéncia
folicular foi associado ao aumento nas concentragdes plasmaticas de FSH, que

ocorreram um dia antes, um dia depois ou no dia da emergéncia da onda.
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Adicionalmente, a frequéncia dos pulsos de LH nao diferiu durante todo
anestro; a produgao de progesterona foi suprimida e, embora alguns animais
tenham apresentado aumentos esporadicos nas concentragdes plasmaticas
deste hormdnio, o aumento foi randomizado e n&do associado com ovulacdes
ou luteinizagcdo de estruturas ovarianas. As concentragdes de estradiol se
mantiveram relativamente baixas ao longo de todo periodo anovulatério.
Segundo Yuthasastrakosol® et al. 1975, apud BARTLEWSKI et al., 1998) em
ovelhas em anestro, mesmo que os foliculos crescam até o tamanho pré-
ovulatorio, a produgdo de estrégeno € menor do que durante a estacéo
reprodutiva.

Com este estudo os autores puderam mostrar que, em ovelhas em
anestro, o crescimento de foliculos antrais até tamanho ovulatério € mantido,
ha uma mudancga transitéria no numero de foliculos pequenos e médios no
meio do anestro, e que a emergéncia das ondas ocorre em sincronia com o
aumento da concentragao plasmatica de FSH.

Durante o anestro sazonal, foliculos de 5mm podem ser ocasionalmente
encontrados. Em ovelhas maduras a quiescéncia folicular, e portanto a
ovariana, pode ser relativa a raca, presenca ou auséncia do macho e ao
ambiente (ROBERTSON, 1977).

2.1.5 Corpo Luteo: formagao, estrutura, funcao e regressao

O corpo luteo (CL) é uma glandula enddcrina transitéria, formada pela
parede do foliculo de Graaf apds a liberagdo do odcito, por um complexo
mecanismo envolvendo mudancas morfofisioldgicas e bioquimicas (MILVAE et
al., 1996; SANGHA et al., 2002). Apresenta variagbes em tamanho, estrutura e
atividades esteroidogénicas em diferentes estagios do ciclo estral e prenhés
(FIELDS; FIELDS, 1996).

Nas fémeas domeésticas unguladas (vaca, ovelha, cabra, porca e égua) o
CL é o suporte essencial de progesterona no primeiro trimestre de gestacao
(SILVIA, 1999). Tem como principal fungao a secregcao de progesterona, e em

menores quantidades também secreta 17 beta estradiol, prostaglandinas (PG)

5 YUTHASASTRKOSOL, P., PALMER, W.M., HOWLAND, B.E. Luteinizing hormone,
oestrogen and progesterone levels in peripheral serum of anoestrous and cyclic ewes as
determined by radioimmunoassay. Journal of Reproduction and Fetrtility, 43, 57-65, 1975.
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e hormbnios peptideos como a relaxina, ocitocina, neuropressina |,
vasopressina e inibina (FIELDS®, 1991 apud SANGHA et al., 2002).

A funcionalidade do CL dos ruminantes (medida pela secrecao de
progesterona) é regulada pelo LH proveniente da hipofise anterior. Apos a
ligacdo de LH ao seu receptor, ocorre a ativacdo da adenil ciclase e o
subsequente aumento das concentragcdes de cAMP. A presenca de cAMP
estimula a esteroidogénese em poucos minutos, facilitando o transporte de
colesterol para dentro da célula e do meio intracelular para dentro da
mitocdndria, que converte o colesterol em pregnenolona pela agdo da enzima
clivadora de cadeia lateral, localizada na membrana interna da mitocéndria. A
acdo do LH (via cAMP) é de aumentar a concentracdo das enzimas
esteroidogénicas (MORAES, 2002).

Concentragdes basais de P, de 0.2 ng\ml s&o provenientes do cortex da

adrenal, visto que, concentragdes similares foram observadas em ovelhas
ovariectomizadas e ovelhas intactas em anestro. Um aumento evidente nas
concentragcdes plasmaticas ocorre por volta do dia 4 do ciclo, alcangando um
platd de 2 a 4 ng\ml no dia 7, entdo declina rapidamente no dia 15, cerca de 36
horas antes do inicio do periodo seguinte de receptividade sexual.
(ROBERTSON, 1977).

O desenvolvimento normal do CL e sua capacidade de produzir
progesterona, fatores de crescimento, fatores angiogénicos e substancias
vasoativas sao dependentes da vascularizagdo (ACOSTA; MIYAMOTO, 2004).
A inadequada vascularizacdo luteal, € a causa primaria da disfuncéo luteal
(DUGGAVATHI et al., 2003).

Apos a ovulagdo o suprimento sanguineo das células da granulosa
aumenta. Essas células crescem e se dividem formando um corpo solido que
alcanca seu tamanho maximo e sua completa atividade funcional por volta do
sétimo dia apdés a ovulacdo. Neste momento o CL esta altamente
vascularizado, recebendo aproximadamente 97% do fluxo de sangue ovariano
(ROBERTSON, 1977). O diametro maximo do CL da ovelha é alcangado 6 a 9
dias apos a ovulagdo e sua regressdo comega entre o dia 13 e 16 do ciclo
(JABLONKA-SHARIFF et al., 1993).

6 FIELDS, P.A. 1991 Relaxin and other luteal peptides: cell localization and function in the
ovary. In: Familiari, G.; Makabe, S.; Motta, P.M. (Eds) Ultrastructure of the Ovary . Kluwer
Academic Press, Boston, pp.177-198.
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Estéo presentes dois tipos de células esteroidogénicas no CL, a célula
luteal pequena e a célula luteal grande, derivadas da teca interna e da
granulosa do foliculo ovulatério, respectivamente. Nos estagios finais, as
células luteais grandes também s&o originadas a partir das pequenas (MILVAE
et al., 1996).

Na ovelha, a célula lutea pequena tem cerca de 16-18um de tamanho e
corresponde a 18-23% do volume total do CL e a 23-26% do numero total de
células luteas; ja a célula luteal grande, apresenta 26-31um de tamanho e
corresponde a 33-38% do volume total e 8-14% do numero total de células
luteas (SANGHA et al. 2002). Ambas parecem sofrer aumento de didmetro a
medida que o ciclo progride (MILVAE et al., 1996).

Entretanto, estas células ndo diferem apenas em tamanho e
caracteristicas  ultraestruturais, mas também na sua capacidade
esteroidogénica e na responsividade aos estimulos. Em geral, as células
pequenas sao mais responsivas aos efeitos estimulatérios do LH, enquano as
células grandes parecem ser mais sensiveis aos efeitos luteoliticos da PGF2a.
Embora as células pequenas respondam a varias prostaglandinas, a produgao
de progesterona é mais estimulada do que suprimida nestas células.
Considerando que estas duas células esteroidogénicas sao funcionalmente
distintas, € razoavel que ocorra uma interagao entre elas durante o estimulo do
LH ou a inibigdo da PG (PATE, 1996).

Essa comunicagao intercelular ocorre em dois sentidos. Os sinais
podem ser transmitidos entre células, via transferéncia direta dos conteudos
celulares, como a transferéncia de moléculas mensageiras intracelulares
através das jungdes GAP, agindo como um ampliador de um sinal hormonal
inicial. Ou, a interacao entre as células pode ser via secrecdo de mediadores
paracrinos, como prostaglandinas, peptideos, fatores de crescimento e
esteroides, que agem sobe diversas células “vizinhas” simultaneamente (PATE,
1996).

A interagao exata entre as células luteas grandes e pequenas ainda nao
esta clara, mas sabe-se que as células pequenas sao mais responsivas ao LH
e este efeito do LH vai resultar num efeito positivo das células pequenas sobre
a esteroidogénese das células grandes. Similarmente, o efeito da PG sobre as

células grandes vai desencadear um efeito inibitério destas sobre as pequenas
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(PATE, 1996).

Também se observam células nao esteroidogénicas, que séo as células
endoteliais, fibroblastos, células musculares lisas e leucdécitos (SHARMA;
SHARMA, 1998). As células ndo esteroidogénicas, detentoras de importante
papel na funcdo luteal, representam cerca de 14% do volume do CL e 53% do
contingente luteal em bovinos (FIELDS; FIELDS, 1996). Entretanto, a
composicao celular do CL varia ao longo da duragdo do CL e sempre ha mais
células ndo esteroidogénicas do que esteroidogénicas (PATE, 1996).

A lutedlise ocorre devido a uma série de interacbes enddcrinas
envolvendo o utero, ovarios e possivelmente a neuro-hipdfise. A PGF2a

secretada pelo utero, induz a lutedlise. Os horménios P,, E, e ocitocina,

interagem na regulacado da secregdao de PGF2a pelo utero (SILVIA, 1999). A
PGF2a induz a uma rapida exocitose com secre¢cdao de granulos, e em
ruminantes um dos componentes desses granulos é a ocitocina (THEODOSIS
et al., 1986). A outra agcdo da PGF2a é de fazer sua prépria sintese em células
luteais bovinas in vitro. Isto talvez seja devido a habilidade de induzir a
producdo de PGH sintetase-2, enzima que inicia a conversdao de acido
aracdonico em PGF2a (TSAl; WILTBANK , 1997). Entédo, a PGF2a talvez
contribua na lutedlise por aumentar a sua sintese no interior do CL (SILVIA,
1999).

Aproximadamente 13-14 dias apos do estro, o endométrio desenvolve a
capacidade de secretar a PGF2a em resposta a ocitocina (SILVIA et al., 1992).
A sintese de receptores de ocitocina no utero parece ser controlada pelos
horménios esterdides ovarianos, progesterona e estrogénio. O utero é exposto
a estes hormdnios por aproximadamente 10 dias, antes de tornar-se
responsivo a ocitocina (HOMANICS; SILVIA ,1988).

O discreto pulso de ocitocina liberado pela neuro-hipdfise, induz a
secrecao de PGF2a pelo utero. Esta PGF2a pode entdo agir no CL,
promovendo a secrecao de ocitocina luteal, ativando um feedback positivo
existente entre a PGF2a uterina e a ocitocina luteal (FLINT et al., 1986). A
ativacao deste feedback ocorre pelo sincronismo natural de PGF2a e os pulsos
de ocitocina durante a lutedlise.

Os efeitos da progesterona nos receptores de ocitocina sdo complexos.

Vallet et al., (1990) verificaram que em ovelhas ovariectomizadas depois de 10
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dias de exposigéo a progesterona exogena, as concentragdes de receptores de
ocitocina comegcam a aumentar. O tempo desta resposta a progesterona é
dependente da exposicao anterior do utero a uma sequéncia apropriada de
progesterona seguida de estradiol. Esta sequéncia de exposigdo ao esterdide
representa o final da fase luteal e a subsequente fase folicular (SILVIA, 1999).
Se o utero nao foi sensibilizado pela progesterona e estradiol no ciclo anterior,
a secrecao uterina de ocitocina desenvolve-se prematuramente. Esta é a base
endocrina da regresséo prematura do CL, que é muito comum em ovelhas que
iniciam o ciclo estral apds o anestro sazonal (HUNTER et al., 1986).

A duracido da fase luteal em ovinos pode ser alterada, levando, por
consequéncia, a diminuicdo ou aumento do ciclo estral. Ciclos estrais longos
sdo mais comuns no final da estacido de acasalamento. Ja os ciclos curtos
concentram-se na estacao de transi¢ao e inicio da estacdo de acasalamento. A
regressao luteal precoce € um fendbmeno comum em ovelhas (SCHIEWE et al.,
1990). Este fendbmeno é exacerbado em ovelhas superovuladas e esta
associado a baixas concentragdes de progesterona entre o terceiro e sexto dia
do ciclo estral (estro=dia 0) e a deflagragdo precoce da cascata luteolitica
(LASSOUED et al., 1997). A regressao luteal precoce € evidente cerca de
quatro dias apds o estro, mas as concentragcdes plasmaticas de progesterona
incompativeis com atividade luteal normal ja s&o detectadas aos trés dias apés
o estro (SAHARREA et al.,1998).

2.2 INDUCAO/SINCRONIZAGAO DO ESTRO EM OVELHAS

As limitagdes para a deteccéo do estro tém estimulado os pesquisadores
a empregarem drogas para induzi-lo em periodos pré-determinados. Nesse
sentido, varias estratégias tém sido desenvolvidas para viabilizar ainda mais a
inseminacao artificial (IA). Essas novas metodologias envolvem a utilizagdo de
protocolos hormonais para sincronizar ndo somente o estro, mas também a
onda folicular (PORTO FILHO, 2004).

A sincronizacdo de estro em bovinos e ovinos € uma biotécnica
reprodutiva que permite a concentracdo da inseminagdo e da paricdo em
épocas desejaveis dentro dos sistemas de produgdo (EVANS; MAXWELL,

1987). Em programas de reproducgao assistida, o principal objetivo é conseguir
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sincronizar o momento da ovulacéo e trabalhar com inseminacao artificial em
tempo fixo (IATF). Protocolos de sincronizagdao que permitam a IATF em
ovelhas sdo uteis, uma vez que, a detecgao do estro nao é pratica (LUTHER et
al., 2007). De acordo com Driancourt (2001), protocolos eficientes para
sincronizar a ovulagdo devem induzir a atresia de foliculos grandes presentes
nos ovarios, proporcionando o desenvolvimento de uma nova onda de
crescimento folicular, desenvolvimento sincronizado de um novo foliculo
dominante em todas as fémeas e ovulagdo em horario previsivel.

E importante observar a diferenca entre inducdo e sincronizagdo de
estro. Segundo Rubianes (2000b), o conceito de indugdo de estro implica no
desencadeamento de uma fase folicular que, associada ao comportamento
estral, culmina com a ovulacdo. Este conceito pode ser utilizado para animais
em anestro. Para Moraes et al. (2002), a indug¢ado de estro consiste em induzir a
ciclicidade de animais em anestro, através da utilizacdo de hormdnios ou
praticas de manejo. A sincronizagao do estro, por sua vez, refere-se a
simultaneidade desses eventos induzidos em um conjunto de animais tratados
(RUBIANES, 2000b). Assim, a sincronizac&o consiste em encurtar ou prolongar
o ciclo estral através da utilizagdo de hormonios ou associagcdes hormonais de
maneira que um grupo de animais entre em estro ou ovule durante um curto
periodo de tempo ou, até mesmo, num unico dia (MORAES et al., 2002).

Existem diversos métodos de inducdo e/ou sincronizacdo de estro em
pequenos ruminantes, quais sejam: efeito macho (LUCIDI, 2001; MARTIN et
al., 2004) indugcao hormonal através de implante de melatonina (TRALDI,
2000), utilizagao do fotoperiodo artificial (CORDEIRO, 1992; MOBINI, 2002),
uso de pessarios vaginais de progesterona associados a injecédo de
gonadrotofina coridénica equina (eCG) (GORDON, 1997; TAKADA, 2004) e uso
de prostaglandinas (RUBIANES et al., 2003).

2.2.1 Efeito macho

O chamado “efeito macho” consiste na introdugao repentina de machos
no lote de fémeas em anestro, desta forma estimula o desenvolvimento
folicular, a esteroidogénese e a ovulagao (BARTLEWSKI et al., 2002; MARTIN

et al., 2004). Gordon (1997), relata que a introdu¢do de machos nas ultimas
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semanas do periodo de anestro pode estimular a ovulacédo dentro de 2- 3 dias,
sem acompanhamento do comportamento estral, que s6 ira ocorrer cerca de
trés semanas depois da exposi¢cao. Para Robinson (1977) com a introdugao do
macho a ovulagao silenciosa ocorre dentro de 6 dias e o estro 16-17 dias apos.
Assim, ovelhas em anestro isoladas respondem a reintrodugdo do macho
exibindo estro em um periodo relativamente sincronizado equivalente a cerca
de um ou dois ciclos estrais apds o contato. Rosa et al., (2003) expuseram 250
ovelhas, previamente isoladas por trés meses, ao macho durante um més e
observaram que o intervalo médio entre a introducdo do macho e o estro foi de
23,1 £ 0,16 dias, com uma concentragdo compacta dos estros (87,3%)
ocorrendo entre 21 e 25 dias apdés a introdugdo do macho. No referido
experimento a taxa de gestacao foi de 85,4%.

De acordo com alguns estudos coletados por Gordon (1997) parece que
os machos nao precisam ter contato visual ou fisico com as fémeas e que, os
ferormbnios produzidos pelos carneiros estdo presentes no pelo/la ou na
suarda e podem estimular a atividade reprodutiva de ovelhas. Robertson (1977)
relata que apenas o estimulo olfatério ou o auditivo € suficiente. As células
secretoras de GnRH, cruciais para o inicio do comportamento sexual, parecem
estar localizadas no hipotalamo mediobasal (BOUKHIQ et al., 1999), mas ainda
se sabe pouco sobre como os sinais olfatérios e visuais provocados pelos
machos alcangcam esta regido (MARTIN et al., 2004).

Bartlewski et al. (2002) acompanharam o desenvolvimento folicular dos
ovarios de 27 fémeas mesticas Suffolk x Western White Face desde 4 a 30
semanas de idade. Quando as fémeas chegaram a 252 semana de idade um
macho vasectomizado foi colocado em contato indireto pela cerca durante uma
semana e na 29? semana de idade foi deixado em contato direto por mais uma
semana. Os autores concluiram que o contato através da cerca resultou no
aumento do tamanho folicular e estimulou a formag&do de algumas estruturas
luteais em ovelhas com 25 semanas de idade; e que o subseqlente contato a
292 semana aumentou consideravelmente o numero de estruturas luteais.

Lucidi et al. (2001) investigaram a resposta enddcrina, o momento da
ovulagédo e a taxa de gestacdo em ovelhas, previamente isoladas por 30 dias,
expostas ao macho ou a uma ovelha adulta em diestro (controle) apds

sincronizacao do estro com o uso de hormdnios. Os autores observaram que a
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exposi¢cao ao macho antecipou o pico de LH. Na maioria destas fémeas (7/10)
0 aumento comecou duas horas apds a exposigcao, retornando aos valores
basais seis a oito horas mais tarde. Ao passo que, nos animais do grupo
controle (6/10) as concentragbes de LH comegaram a aumentar dentro de 30 a
36. A proporcao de ovelhas que ovulou nas 60 horas apds a retirada do
progestageno foi de 95% no grupo exposto ao macho contra 55% no grupo
controle (P<0.05). A exposicdo ao macho provoca uma mudanga no padrao de
secrecao do LH, antecipando seu pico e consequentemente a ovulagdo, que
normalmente ocorreria entre 40 e 70 horas apds a remog¢do da esponja de
progestageno. Ademais, a taxa de gestacao foi significativamente maior no

grupo exposto ao macho (73,3 vs 53,3%).

2.2.2 Melatonina e Fotoperiodo Artificial

A melatonina € o principal hormdnio secretado pela glandula pineal.
Varios estudos mostraram evidéncias que o padrdo de secregdo desse
horménio segue o ritmo circadiano, com significativa secre¢do ocorrendo nos
periodos escuros do dia e com luz agindo como fator supressor da secrecgao.
Consequentemente as concentracdes de melatonina, tanto na glandula pineal
como no sangue, sao altas a noite e baixas pela manha. Assim, dias longos
sdo caracterizados por um periodo curto de secrecdo de melatonina, enquanto
os dias curtos sido caracterizados por uma longa duracdo da secregao.
Entretanto, ja foi observado que o ritmo circadiano persiste em periodos
constantes de escuriddo, sendo eliminado em periodos constantes de
luminosidade (ROLLAG; NISWENDER’, 1976 apud ROSA; BRYANT, 2003) ou
quando os animais sao submetidos a pinealectomia ou a retirada do ganglio
cervical superior, quando entdo a melatonina é secretada em quantidades
pequenas ou indetectaveis (DEVESON et al.,1992). Isso indica que o ritmo &
gerado endogenamente, presumivelmente sob o controle do SNC (ROSA;
BRYANT, 2003).

O uso de melatonina exégena estimula o hipotalamo, a hipofise e as

gbnadas sexuais, desencadeando a atividade reprodutiva de animais em

7 Rollag, M.D., Niswender, G.D., 1976. Radioimmunoassay of serum concentrations of
melatonin in sheep exposed to different lighting regimens. Endocrinology 98, 482—-488.
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anestro (TRALDI, 2000). Este horménio pode ser dado diariamente por injecéo,
administragdo oral, administragdo intraruminal ou através de implantes
subcutaneos de liberagao lenta (GORDON, 1997).

Sua administragdo tanto em doses diarias como através dos implantes
permite uma mimetizacdo dos dias curtos e, consequentemente, pode ser
usada para controlar a reprodug¢ao sazonal tanto na ovelha como no carneiro.
Para o tratamento ser efetivo, € necessario que os animais tenham sido
previamente expostos a um periodo de dias longos (ROSA; BRYANT, 2003).
Os machos respondem ao tratamento cerca de 2-3 semanas apos
(CHEMINEAU et al., 1992) e as fémeas cerca de 40-60 dias (HARESIGN,
1992).

Noel et al. (1999) testaram o efeito de 100mg de melatonina exdgena e
concluiram que a inje¢do no final do anestro seguida, 3 semanas depois, do
tratamento FGA/eCG aumenta as concentragdes plasmaticas de melatonina
durante um periodo de 14 dias e reduz a atresia de foliculos médios, o que leva
a um aumento no numero de foliculos grandes e na taxa de ovulagéo.

Na Espanha, Abecia et al. (2007) trabalharam com rebanhos ovinos
comerciais de trés ragas (Rasa Aragonesa, Assaf e Merino) que receberam um
implante de melatonina a cada 45 dias e observaram que, independente das
condic¢des particulares de cada fazenda, o tratamento com melatonina foi capaz
de aumentar o numero de cordeiros produzidos nas trés racas. Concluiu-se que
a melatonina pode ser uma ferramenta util para melhorar a producdo de
cordeiros, embora sua eficacia varie de acordo com a racga, local e estacao do
ano.

O uso de implantes de melatonina para promover a quebra da
estacionalidade de rebanhos caprinos e ovinos pode ser associado ao uso de
luminosidade artificial (TRALDI, 2000).

A indugdo do estro através da luminosidade artificial € um método mais
utilizado em rebanhos caprinos leiteiros que ficam em sistemas de
confinamento ou semiconfinamento. Nestes programas, as fémeas sé&o
submetidas a 16 horas de luz e 8 horas de escuro (FONSECA, 2005b).
Geralmente tém duracao de 60 dias e os animais apresentam estro cerca de 60
dias apds o final do programa (NEVES et al., 1997). Machos também devem

ser submetidos ao programa e nao ha sincronia entre as fémeas em estro
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(GORDON, 1997).

2.2.3 Hormonios

Ha mais de 60 anos pesquisadores do mundo todo trabalham no sentido
de possibilitar emprego de hormdnios no controle do estro e da ovulagdo em
ovelhas. Este controle é geralmente baseado na tentativa de simular a
atividade ciclica do CL da ovelha, especialmente sua acdo de produzir
progesterona por cerca de duas semanas e entdo, finalizar sua produgédo e
assim completar o ciclo estral (GORDON, 1997).

Ao longo dos anos diversos protocolos hormonais foram desenvolvidos
para a sincronizagdo do estro em ovelhas, e a maioria dos que apresentaram
bons resultados basearam-se na supressao temporaria do estro através do uso
de progestagenos (LUTHER et al., 2007). A resposta ovariana em ovelhas e
cabras a sincronizacdao do estro varia com o tipo de esponja vaginal e de
progestageno, com o estagio da estagao reprodutiva, com o estado nutricional,
com o0 meio ambiente, com o estresse, com a presenga do macho
(AMARANTIDIS et al., 2004) e com a raga (BOSCOS et al., 2002).

2.2.3.1 Progestagenos

Até 1964 o controle da reproducdo em ovelhas envolvia o uso de
repetidas doses de P, ou administragbes orais de progestagenos; o tempo e o

trabalho gastos constituiam um grande obstaculo para a aceitagédo do uso
dessas técnicas comercialmente (GORDON, 1997). O periodo necessario que
os progestagenos precisavam ser administrados tornou o método injetavel e o
oral pouco praticos em relagdo ao manejo (GODFREY et al, 1997). A
administragao de progestagenos se tornou comercialmente viavel através dos
esforcos de Robinson e seus colaboradores, em Sydney (ROBINSON?, 1964
apud GORDON 1997), onde estes desenvolveram esponjas intravaginais
impregnadas com progestageno.

Atualmente, implantes intravaginais de progesterona (CIDR) e esponjas

8 ROBINSON, T.J. Synchronization of estrus in sheep by intravaginal and subcutaneous
application of progestin impregnated sponges. Proceedings of tha British Society of Animal
Production, v.3, p.31-40, 1964.
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intravaginais impregnadas com progestagenos, como o acetato de
medroxiprogesterona (MAP) ou o acetato de fluorogestona (FGA), sao
comumente utilizados para sincronizagao do estro em ovelhas (DELIGIANNIS
et al., 2005; LUTHER et al.,, 2007). Segundo Martinez-Garcia (2007) os
tratamentos com progestagenos exercem seu efeito alterando a liberagdo de
gonadotrofinas, o crescimento folicular e o ambiente uterino.

A eficacia destes tratamentos na sincronizagao do estro em ovinos tem
sido largamente documentada (GORDON, 1997), mas os efeitos sobre a
dindmica folicular ndo estao claros nesta espécie (FLYNN et al., 2000).

Os tratamentos classicos de inducdo e sincronizacao de estro, com
progestagenos em ovelhas, duram de 12 a 14 dias. A razao para este periodo,
provavelmente, é baseada na mimetizagcdo da fase luteal (UNGERFELD;
RUBIANES, 1999). Assim, 0 uso de pessarios, impregnados com progesterona
ou similares por periodos longos, baseia-se no fato de que havera periodo
suficiente para que ocorra regressao luteal natural, sem a necessidade do uso
de agentes luteoliticos independentemente da fase do ciclo estral (MENCHACA
et al., 2001).

A liberagao inicial de progestageno das esponjas intravaginais é alta,
mas diminui 63% entre 2 e 13 dias de uso (GREYLING et al., 1994).
Similarmente, a liberagdo de progesterona do CIDR resulta em um aumento
nas concentragdes plasmaticas de progesterona durante 3 a 4 dias e a partir do
sexto dia essas concentragdes diminuem (WHEATON et al., 1993; RUBIANES
et al., 1998). Ao final do tratamento por 12 dias com esponjas impregnadas
com MAP, Barret et al. (2004) obtiveram concentragbes plasmaticas de
progesterona entre 0 e 1ng/ml, o que corresponde a concentragdes subluteais.

Em bovinos, se forem mantidas concentragdes subluteais de
progesterona (1 a 2 ng/ml) ocorrera o crescimento prolongado do foliculo
ovulatorio, dando origem a foliculos persistentes (SIROIS; FORTUNE, 1990;
SAVIO et al., 1993), devido ao aumento na frequéncia dos pulsos de LH (MIHM
et al., 1999). Estas concentragbes de progesterona ocorrem quando as fémeas
bovinas, sem atividade de CL, sédo tratadas com dispositivo intravaginal por
longos periodos e a liberagdo de progesterona do dispositivo diminui (SIROIS;
FORTUNE, 1990). Nesta espécie, os oocitos dos foliculos persistentes sofrem

maturagao prematura in vivo, ou seja uma precoce resolugao da meiose, 0 que
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provavelmente favorece a baixa fertilidade (REVAH; BUTLER, 1996). A meiose
encontra-se parada no estagio de dipléteno e normalmente se reinicia com o
pico pré-ovulatério de gonadotrofinas. Estas suprimem a producédo do fator
inibidor de meiose pelas células da granulosa, desencadeando seu reinicio
(HAFEZ;HAFEZ, 2004).

Paralelamente, foliculos persistentes observados em ovelhas recebendo
baixas dosagens de progesterona foram relacionados como causa da baixa
fertilidade (JONHSON et al., 1996; UNGERFELD; RUBIANES 1999; VINOLES
et al. 2001). Segundo Menchaca e Rubianes (2004) a explicagdo para isso &
que durante o ciclo estral normal a concentragdo de progesterona aumenta
gradualmente até a lutedlise, o contrario do que acontece quando se utiliza
dispositivos impregnados com progestagenos. Nesse caso ocorre
primeiramente uma alta concentragédo plasmatica de progesterona (supraluteal)
nos seis primeiros dias e apds isso concentragdes baixas (subluteais). Os
autores afirmaram ainda que nas ovelhas, como em vacas, concentragdes
subluteais causam crescimento excessivo e persisténcia do maior foliculo, pois
promovem o aumento da pulsatilidade do LH sem, no entanto, promover o pico
pré-ovulatério, aumentando assim a idade do foliculo ovulatério.

Johnson et al. (1996) administraram diferentes concentragbes de P, em
Oleo: baixa (<1 ng/ml), intermediaria (>1 e <2 ng/ml) ou normal (=2 ng/ml) em
ovelhas sem atividade lutea e observaram que os foliculos ovulatérios foram
maiores e mais velhos e a taxa de concepcao foi menor nas ovelhas com

baixas concentragbes de P,. Demonstrando que quando as concentragdes

subluteais de progesterona s&o deletérias em comparagdo as concentragdes
de progesterona maiores que 1ng/ml. Rubianes et al. (1996) demonstraram que
durante o ciclo estral das ovelhas, concentragdes subluteais de progesterona
diminuem o crescimento do foliculo dominante da primeira onda.
Adicionalmente, Goodman e Karsh em 1980 ja tinham demonstrado em
ovelhas a relagdo inversa entre a frequéncia dos pulsos de LH e as
concentragdes de progesterona. Além disso, segundo Lewis et al. (1974) e Van
Cleeff et al. (1998), o momento da ovulagao ou do pico de LH em relagéo ao
inicio do estro é mais variavel com baixas dosagens de progesterona.

Em contrapartida, concentragdes luteais de progesterona promovem
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tanto o turnover do foliculo dominante como a sucessdo regular de ondas
foliculares em bovinos (SIROIS; FORTUNE, et al., 1990). Ja foi demonstrado
em ovelhas que a renovacgao folicular esta relacionada com a concentracao de
progesterona (UNGERFELD; RUBIANES, 1999) e que a suplementagdo com
progestagenos acelera a renovagao folicular (NOEL et al., 1994). Assim, na
fase luteinica precoce, a progesterona age em conjunto com o estradiol no
controle da frequéncia dos pulsos de LH, enquanto que, posteriormente, na
fase luteinica média/tardia a progesterona sozinha é capaz de regular a
frequéncia dos pulsos de LH (MORAES, 2002).

Flynn et al. (2000) observaram que na auséncia da progesterona luteal,
a sincronizagdo com uma unica esponja por 14 dias resultou na ovulagado de
um foliculo dominante “velho” (12,1 + 0,6 dias) e com didametro maximo de 7,4
1 0,2mm. Quando os referidos autores fizeram tratamento por 14 dias com trés
esponjas trocadas a cada cinco dias, as ondas foliculares emergiram a
intervalos mais frequentes e um foliculo de menor duracédo (5,1 + 0,5 dias)
ovulou com didmetro maximo de 6,3 + 0,2mm.

Alguns autores (VINOLES et al.,2001; MENCHACA; RUBIANES, 2004)
relatam que tratamentos progestagenos longos (12 a 14 dias) resultam numa
alta porcentagem de animais em estro, mas com fertilidade mais baixa do que
em animais com estro natural. A menor duracdo do tratamento, 5 a 9 dias ao
invés dos usuais 12 a 14, tem sido usada com sucesso durante o anestro
(CHRISTENSON, 1976; RODRIGUES-IGLESIAS et al. 1997; UNGERFELD;
RUBIANES, 1999; KNIGHTS et al. 2001a,b) e durante a estagao reprodutiva
(VINOLES et al., 2001).

Bicudo e Sousa (2003), testaram em ovelhas um protocolo de
indugao/sincronizagdo de estro de curta duragao (6 dias) comparando-o ao
protocolo tradicional de longa duragcdo (12 dias), durante a estagao
reprodutiva, em 260 ovelhas da raca Suffolk, na regido de Aracatuba (SP). Foi
utilizada esponja vaginal impregnada com 60mg MAP associada a 100ug de
cloprostenol e 350 a 400 Ul de eCG via intramuscular dois dias antes da
retirada da esponja (D4) no protocolo de curta duragdo e no momento da
retirada do implante no protocolo de longa duragéo. No D6 ou D12 a esponja
vaginal foi removida. Verificou-se que no periodo entre 55 e 72 horas, os

percentuais de ocorréncia de estro foram 100% no protocolo de curta duragéo
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e 88,5% no de longa. O protocolo curto apresentou menor dispersdo na
manifestacdo do estro e foi eficaz na inducao/sincronizacdo do estro de
ovelhas durante a estacado reprodutiva, com a totalidade delas manifestando
estro em até 72 horas ap0s a retirada do implante de progesterona.

Dixon et al. (2006) compararam o uso de dois CIDR’s por 12 dias com o
estro natural e observaram 97,7% das ovelhas em estro 60h apds a introducéo
do macho no grupo tratado e 41,6% no grupo controle (P<0,01). Apesar da
diferenca do numero de animais em estro, os autores ndo observaram
diferencas no desenvolvimento folicular e na taxa de concepg¢ao. Este estudo
mostrou que a sincronizagdo com uma maior quantidade de progesterona (dois
dispositivos) resulta em grande resposta de estro, porém a fertilidade se
mantém comparavel a obtida com estro natural, em contraste a redugdo na
fertilidade nas ovelhas tratadas com baixas dosagens de progesterona
observada em alguns estudos (ROBINSON et al.,, 1967, 1968; ALLISON;
ROBINSON, 1970; VINOLES, 2001), embora ndo em outros (EVANS et al.,
2001).

Em outro estudo, Vifoles et al. (2001) comparando a duragdo do
tratamento progestdgeno em ovelhas reportaram que um tratamento longo, de
12 dias de duracao, provocou a ovulagao de foliculos com idade de 7,8 + 0,2
dias em comparacéo aos foliculos de 5,4 + 0,4 dias do tratamento curto (6
dias). Essas diferencas foram refletidas na fertilidade, que foi menor entre o
grupo com tratamento longo (63%) e o grupo com tratamento curto (87%).

Prosperi et al. (2003) avaliaram a utilizagcdo de esponjas intra-vaginais
contendo MAP por um periodo de seis dias contra nove dias em cabras
Saanen nuliparas e a taxa de gestacgéo foi de 100% nos dois grupos avaliados,
mostrando assim, a eficacia da inducdo do estro em protocolos curtos em
caprinos. Fonseca et al. (2005a) conseguiram bons resultados em cabras
Toggenburg com o uso de esponja intravaginal associada a aplicagdo de
prostaglandina. E observaram que 89,5% e 84,2% das fémeas apresentaram
estro apds o tratamento progestageno de seis e nove dias, respectivamente
(P>0,05).

Em experimento com ovelhas rabo largo no Ird, Shahneh et al. (2006)
observaram, durante o anestro, que sete dias de tratamento com progesterona

(CIDR) comparado com 12 dias, ambos associados a 600Ul eCG, aumentou
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significativamente a taxa de gestagdo no primeiro estro apds a introdugédo do
carneiro (70 £ 4,8% vs 37,5 £ 5,2%).

Knights et al. (2001) demonstraram que o pré-tratamento com
progesterona por cinco dias antes da introdugdo do macho foi suficiente para
induzir o estro em ovelhas e aumentar as taxas de gestagédo de 20% para 77%.
Os autores enfatizaram que o periodo minimo de exposi¢ao a progesterona,
necessario para induzir o comportamento de estro €, provavelmente, de 3 a 5
dias. E associaram que o aumento da fertilidade em ovelhas sincronizadas com
altas dosagens de progesterona pode ser devido a melhora do transporte
espermatico, a sincronia no inicio do estro com o pico de LH ou ao padrao de
desenvolvimento folicular.

Ungerfeld e Rubianes (1999), utilizaram 277 ovelhas em dois
experimentos durante o anestro sazonal para avaliar os protocolos de curta
duracdo com progestagenos associado ao eCG para induzir o estro. No
primeiro experimento as esponjas de MAP foram mantidas por seis (grupo ),
nove (grupo ll) ou treze dias (grupo lll) nas ovelhas. A porcentagem de ovelhas
em estro foram 92,3%; 85,7% e 96,4% e as taxas de concepg¢ao foram 66,7%;
75,0% e 63,0%, respectivamente para os grupos |, Il e Il (P>0,05). No segundo
experimento, a esponja de MAP foi mantida por um, dois, trés, seis ou doze
dias em ovelhas multiparas. A porcentagem de ovelhas em estro foi maior nos
grupos que permaneceram com a esponja por trés, seis ou doze dias (72,2%,
93,8% e 87,5%, respectivamente) do que as ovelhas que mantiveram a
esponja por um ou dois dias (25,0% e 33,3%, respectivamente, P<0,05), tendo
a maxima resposta com seis dias de manutengdo da esponja. Em ambos
experimentos os autores concluiram que o tratamento de curta duracéo de seis
dias € mais efetivo que o tratamento tradicional de longa duracéo para a
inducéo de estro. E que, dentre os protocolos curtos, o de seis dias parece ser
o intervalo mais apropriado, em comparagdo com os de um, dois e trés dias.

Em contraste, Evans et al (2001) compararam ovelhas que receberam
apenas uma esponja de progestageno com ovelhas que receberam trés
esponjas por 14 dias. Os autores observaram que a idade média do foliculo
ovulatorio foi maior (P<0,05) no grupo com apenas um implante (9,0 £ 0,8 dias
vs 4,2 + 0,7 dias), mas ndo houve diferenga no tamanho do foliculo ovulatério

(5,7 £ 0,3 vs 5,1 £ 0,3mm). A diferenga na idade do foliculo ndo interferiu na
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qualidade dos embrides recuperados e nem na taxa de gestacao (92% e 90%);
concluindo que os foliculos “velhos” produzem oécitos de igual competéncia em
relacdo aos foliculos “jovens”, com capacidade de fertilizar e se desenvolver
em embrides de boa qualidade. Evans (2003a) relatou, em recente revisao de
literatura sobre crescimento folicular e fertilidade em ovelhas, que diferente do
que ocorre em bovinos, o efeito prejudicial da ovulagao de foliculos “velhos”

ainda n&o esta claro nos pequenos ruminantes.

2.2.3.2 Prostaglandina F,a e seus analogos sintéticos

A prostaglandina F2a (PGF,a) tem sido amplamente utilizada na

reproducao de ruminantes (BEAL,1996), sendo considerado o agente luteolitico
mais potente em ovelhas (McCRACKEN et al., 1972). A aplicagado ao acaso em
ovelhas ciclicas é efetiva em induzir e regressao luteal na maioria dos animais,
com consequente retorno ao estro cerca de 70 a 80 horas apds a aplicacéo
(ROBERTSON, 1977; GORDON, 1997; BARRET, et al., 2002).

A degeneracéo luteal é caracterizada por diminuigdo no fluxo sanguineo,
inibicdo da producao de progesterona e morte das células luteais (WILTBANK;
NISWENDER 1992). Acritopoulou e Haresign (1980) aplicaram um analogo da

PGF,a em diferentes momentos do ciclo estral e observaram que a

responsividade do CL em ovelhas ¢é limitada a um periodo de 10 dias, do 4°dia
apos a ovulagdo até o 14°. Recentemente, Rubianes et al. (2003)
demonstraram que a refratariedade do CL ovino se restringe aos 3 primeiros
dias apo6s a ovulagcdo. Os autores observaram a ocorréncia de lutedlise,

manifestagéo do estro, ovulagdo e formagéo do CL apoés a aplicagado de PGF,a

a partir do terceiro dia apds a ovulagao, similar ao efeito observado em ovelhas
tratadas no quinto dia.

A sincronizagdo do estro com prostaglandina ou seus analogos, resulta
numa boa taxa de concepgao e sdo usadas tanto a monta natural como a
inseminacao artificial (DELIGIANNIS et al.,, 2005). Por este motivo, este
horménio tem sido usado para sincronizagdo do estro seguida pela
inseminacgao artificial ou monta natural com diferentes resultados (GINTHER et
al., 1995; RUBIANES et al., 1997; LYMBEROPOULOS et al., 2001).
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Contudo, a dispersdo na manifestagdao do estro impede seu uso de
forma mais extensiva, particularmente, em associacdo aos protocolos de IATF
em ovinos. Esta dispersdo atribuida ao diferente status ovariano entre os

animais quando a PGF,a & administrada ao acaso, € parcialmente explicada

pela prevaléncia das concentracbes de progesterona. Assim, se um grande
foliculo esta presente no inicio do tratamento, este foliculo continua seu
desenvolvimento e o estro e a ovulagdo vao ocorrer logo apds a aplicagao de

PGF,a. Porém, se a lutedlise € induzida quando o maior foliculo estiver em

regressao, um novo foliculo precisa emergir e crescer, em consequéncia o
estro e a ovulagcdo vao ocorrer mais tardiamente (MENCHACA; RUBIANES,
2004).

Os tratamentos tradicionais com PGF,a consistem na administragéo de
duas doses intervaladas em 9 a 14 dias. Nesses, uma alta propor¢ao de ovinos
demonstra estro apos a segunda aplicagdo de PGF,a no entanto, ocorre uma

variagdo de 4 dias no intervalo para o estro tornando-o impraticavel para
programas de IATF (GORDON, 1997).

Oliveira et al. (2004) avaliaram a performance do tratamento
Synchrovine® que consiste no uso de duas doses de 160ug do agente
luteolitico delprostenate intervaladas em sete dias em comparagdo ao mesmo
tratamento com a metade da dose (80ug) em ovelhas Corriedale durante a
estacdo de monta. A inseminagado cervical foi realizada 42 horas apds a
segunda dose de PG. A proporgao acumulada de animais apresentando estro
até as 72 horas foi similar entre os grupos (95,3% vs 90,6%, P>0,05). O inicio
do estro foi altamente sincronizado, uma vez que comecou entre 25 e 48 horas
apos a segunda dose de PG em 93,1% dos animais com a dose completa e em
83,3% daqueles com a metade da dose (P>0,05). Entretanto a fertilidade foi de
40,6% no grupo com dose inteira e 23,8% naqueles com a metade da dose
(P<0,05), mostrando que a performance reprodutiva diminui quando é utilizada
a metade da dose do analogo da PG no protocolo Synchrovine®.

Forichi et al. (2004) trabalharam com 219 ovelhas Corriedale durante a
estacao reprodutiva e compararam a resposta entre um protocolo com uma
dose de 160ug de delprostenato (analogo a PGF2a) com outro que consistia de

duas doses intervaladas em sete dias, ambos seguidos de inseminacéao
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artificial cervical, 10-12 horas apds o estro natural. Foi observada uma menor
resposta do estro nos animais que receberam uma dose (79%) do que nos
animais do grupo com duas doses (92%), a fertilidade n&o diferiu (49% vs
43%), entretanto a prolificidade do grupo com uma dose foi maior (1,39 vs 1,18,
P<0,05).

Num estudo com ovelhas da raca Western White Face durante a
estacao reprodutiva no Canada, Barret et al., (2002) aplicaram duas doses de
15 mg de PGF2q, intervaladas em nove dias, comegando no inicio do ciclo
estral (dia 4 ao 7) ou no final, do dia 10 ao 12. Os autores observaram que a
taxa de ovulacdo entre os grupos nao diferiu (2,6 £ 0,7), entretanto foi 50%
maior quando comparada a taxa média de ovulacdo das ovelhas desta raca
(1,8 £ 0,2). O tempo entre o tratamento e a ovulagdo apresentou grande
variabilidade (1 a 9 dias), sendo maior (P<0,05) para o grupo tratado no inicio
do ciclo (4,0 £ 0,3 vs 2,8 £ 0,4 dias).

Na Pensilvania (EUA) durante a estagao reprodutiva, Dixon et al. (2006)
trabalharam com 495 ovelhas Suffolk puras e cruzadas com Dorset com
protocolo de duas injecdes de 5mg PGF.,a intervaladas em 3 horas; e
obtiveram 62,3% das ovelhas entrando em estro dentro de 24 a 72 horas apds
a segunda aplicacdo de PG, fertilidade de 58,4% e média de 1,46 cordeiros
nascidos/ fémea tratada. Num outro experimento, os mesmos autores
trabalharam com rebanho misto e aplicaram as duas inje¢cées de PGF,a no
mesmo horario. Neste, 61,7% das ovelhas entraram em estro dentro de 24 a 72
horas apds o tratamento, fertilidade de 44,4% e prolificidade média de 1,80.

Em 1997, Godfrey e colaboradores na Flérida, aplicaram duas doses de
15mg de PGF,a (Lutalyse®) intervaladas em 10 dias e observaram que o

intervalo entre a aplicagcao e o estro foi de 2,9 + 4 dias, com taxa de concepgao
de 86%.

2.2.3.3 Gonadotrofinas
As gonadotrofinas hipofisarias sdo um componente chave para estimular

o crescimento de foliculos ovulatérios em ovelhas (PICTON et al.,, 1990). O

crescimento de foliculos antrais a partir de 2mm de didmetro ndo ocorre na
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auséncia desses horménios (BOSCOS et al., 2002). Elas tém sido usadas para
estimular a atividade ovariana apds o tratamento progestageno em ovelhas
(MENCHACA; RUBIANES, 2004). Ja foi demonstrado, nesta espécie, que tanto
a gonadotrofina coribénica equina como o hormonio liberador de gonadotrofinas,
provéem um periodo e ovulagdo mais compacto (MENCHACA; RUBIANES,
2004; ZELEKE et al., 2005). Na maioria dos protocolos de sincronizagéo estes
horménios sdo usados proximo ao final do tratamento progestageno (BARIL et
al., 1996; HILL et al., 1998).

2.2.3.3.1 Gonadotrofina Coribnica Eqtiina (eCG)

A eCG é uma gonadotrofina glicoprotéica de alto peso molecular
(72KDa) (GOSPODOROWICZ,® 1972 apud ALLEN, 2005), produzida pelos
calices endometriais da placenta equina. Os calices sdo estruturas com origem
fetal, que desenvolvem-se por volta do dia 38-40 na superficie do endométrio
do corno gravidico em torno do concepto e estdo presentes até por volta dos
120 dias de gestacdo. Sua principal fungdo € garantir um ambiente enddcrino
adequado enquanto o feto desenvolve sua placenta (ALLEN, 2005). Na espécie
equlina, a eCG liga-se a receptores especificos presentes nas células da
granulosa, da teca e do CL promovendo a ovulag&o ou luteinizag&o de foliculos
que se desenvolvem na primeira metade da gestagéo pelo estimulo continuo
de FSH (EVANS;IRVINE, 1975; URWIN; ALLEN, 1982). Com isso, ha a
formagdo de corpos luteos acessorios nos ovarios das éguas gestantes,
servindo como fonte adicional de progesterona.

Esta gonadotrofina é constituida por duas subunidades alfa e beta,
similares ao LH e FSH (MC DONALD, 1992). Quando administrada em outras
espécies de mamiferos, exceto equinos, a eCG €& capaz de se ligar
simultaneamente aos receptores de FSH e LH exercendo tanto atividade
foliculo estimulante como luteinizante (MURPHY; MARTINUK, 1991). Segundo
Allen (2005) a proporgéo desta atividade € 1,4:1. Sua meia-vida é de 26 horas,
sendo considerada prolongada porque nao sofre filtragao renal e permanece na

circulagao (MC DONALD, 1992). Em ovelhas o eCG tem uma meia vida longa

9 GOSPODOROWICZ, D. Purification and physiochemical properties of the pregnant mare
serum gonadotropin (PMSG). Endocrinology, v.91, p.101-106, 1972.



49

de até 60 h, principalmente devido a alta quantidade de acido sialico em sua
molécula ( SMITH et al., 1993).
Além disso, a eCG tem capacidade de se ligar aos receptores de LH no

CL levando a um aumento na producdo de P, (BARUSELLI et al, 2001;
MARQUES et al., 2003; BARUSELLI et al., 2004). Em ovelhas aumenta a taxa

de ovulacédo, pois recruta pequenos foliculos nos ovarios e aumenta a taxa de
crescimento de foliculos antrais (BARRET et al. 2004).

De acordo com Gordon (1997), para o tratamento progestageno ser
efetivo, a indugdo do estro na contra-estacdo reprodutiva precisa ter uma
quantidade disponivel de gonadotrofinas para iniciar os eventos pré-
ovulatorios. Para isto se faz necessario o uso de gonadotrofinas exoégenas; a
mais indicada é a eCG. O momento da ovulacdao em relagao ao inicio do estro
em ovelhas é variavel, e a associacao de progestagenos e eCG tem sido usada
para reduzir esta variagao (BARRET et al., 2002; ZELEKE et al., 2005).

A adicdo de baixas doses de eCG ao tratamento com progestageno €&
essencial para garantir o estro e a ovulagdo em ovelhas em anestro
(GORDON, 1997; BARRET et al., 2004). Entretanto, baixas doses de eCG
podem ou ndo causar um leve aumento na taxa de ovulacdo em ovelhas
ciclicas (BOLAND et al., 1979); apesar disso, Barret et al. (2004) detectaram
um aumento numérico mas nao significativo na taxa de ovulagdo durante a
estacdo de monta. Neste estudo os autores avaliaram o efeito da eCG
associada ao tratamento por 12 dias com esponjas de MAP sobre a dindmica
folicular em ovelhas Western White Face na estacao reprodutiva e no anestro.
Os autores observaram que o efeito da eCG durante a estagao reprodutiva foi
menos evidente, tendo apenas um pequeno efeito positivo sobre a
esteroidogénese, crescimento folicular e taxa de ovulagdo. Em adi¢do, as
ovelhas ciclicas tratadas com eCG apresentaram concentragdes plasmaticas
de progesterona mais elevadas apds o tratamento do que os animais nao
tratados com eCG, o que segundo os autores pode ser benéfico uma vez que o
aumento de progesterona eCG induzido pode elevar as taxas de gestacdo em

ovinos (NEPHEW et al., 1994). Uma concentragdo minima de P, € requerida
para suportar a sobrevivéncia embrionaria, pois a P, estimula o

desenvolvimento e secregcdo das glandulas endometriais que sustentam o
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embrido no lumen uterino antes de sua implantagdo (WATHES, 1992). Barret
et al (2004) concluiram que a eCG administrada ao final do tratamento longo de
progestageno tem efeitos limitados sobre a dindmica folicular ovariana, exceto
no que diz respeito a duragdo do crescimento folicular e a duragéo da fase
estatica nos animais em anestro sazonal.

Boscos et al.(2002), num estudo feito na Grécia com 30 ovelhas no
inicio da estacao reprodutiva, mostraram que a eCG em comparagao ao FSH
apos o tratamento progestageno, resulta num maior numero de CL'’s funcionais,
com correlagdo positiva (r=0,667) com a concentragdo plasmatica de
progesterona.

A administracdo de eCG no momento da retirada da esponja antecipa a
ocorréncia do estro e do pico de LH, estimula o desenvolvimento de foliculos
grandes (>5mm) e aumenta a taxa de ovulagdo em ovelhas (HUSEIN et al.
1998). Estes autores utilizaram esponja impregnada com 750mg de
progesterona durante 12 dias e 500Ul de eCG no grupo tratado e o grupo
controle recebeu solugdo salina. O intervalo entre o final do tratamento e o
inicio do estro foi menor (P<0,01) no grupo que recebeu eCG (31,0 £ 2,0 vs
41,0 + 4,0 horas), assim como o intervalo para o pico de LH (29,0 + 2,0 vs 40,0
+ 2,0 horas). Embora o numero de foliculos grandes tenha sido maior nos
animais que receberam eCG, o numero de pequenos (2 - 3mm) e médios (>3 -
<5mm) foi igual.

Luther et al. (2007) obtiveram maior taxa de gestacao (70,0% vs 53,1%)
apos a IA com sémen congelado em ovelhas Hampshire e Montadale durante a
estacdo reprodutiva, quando o tratamento com progestageno (14 dias
norgestomet) foi associado a 400Ul de eCG 36 horas apos a retirada do
implante. Atribuiram o resultado ao maior numero de ovulacdes por ovelha que,
consequentemente, eleva as concentragdes circulantes de progesterona. Num
segundo estudo com ovelhas Hampshire, Columbia e Suffolk, os mesmos
autores utilizaram 30mg de fluorogestona associada ou ndo a 400Ul de eCG e
a taxa de gestagao foi de 66,7% nos animais que receberam eCG contra 37,5%
nos que nao receberam, entretanto a porcentagem de animais em estro nao
diferiu (100.0% vs 75.0%).

Em 2005, Ucar e colaboradores utilizaram 30mg do progestageno

cronolone associado ou ndo a 600Ul de eCG para sincronizar o estro de 17
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ovelhas da raga Tuj na Turquia. A porcentagem de animais em estro (77,8
14,7 vs 100 = 0,0%) nao diferiu, entretanto este resultado pode ter ocorrido
devido ao numero reduzido de animais. A receptividade das fémeas aos
machos foi significativamente (P<0,05) maior no grupo tratado com eCG (33,14
+ 7,71 vs 9,75 £ 3,81 horas). O prolongamento do estro é, presumivelmente,

resultado de elevadas concentragdes de E, (produzida pelos maiores foliculos),

que induzem o pico de LH, aumentando assim probabilidade de uma alta taxa
de ovulagdo e um consequente sucesso na fertilizagao.

O estudo de Wildeus e Collins (2004) demonstrou que a eCG associada
a gonadotrofina coribnica humana (hCG) ndo se mostrou efetiva em ovelhas
deslanadas. Neste estudo, os autores trataram 12 ovelhas com esponjas
impregnadas com 50mg de MAP por 14 dias e uma fonte de gonadotrofina
desenvolvida para suinos (P.G.600°) contendo 400Ul de eCG e 200Ul de hCG,
no momento da remogdo da esponja. Os animais foram inseminados por
laparoscopia 54,0 + 0,5 horas apds a aplicagdo da gonadotrofina. O
comportamento de estro foi observado em 83% dos animais e, no momento da
inseminagao a ovulagao ja tinha ocorrido na totalidade dos animais, onde a
meédia de corpos hemorragicos foi de 2,33 + 0,98. A taxa de gestacado foi de
apenas 8% (1/12) e os autores sugeriram que o componente hCG da
formulacdo provocou uma ovulagdo prematura, tornando o momento da
inseminacao (54h) muito tarde para que ocorresse a fertilizagao.

Zeleke et al. (2005) testaram o efeito do momento de aplicacéo da eCG
(24 horas antes, no momento e 24 horas depois da remogao da esponja) na
sincronizagao do estro e na fertilidade de 202 ovelhas da raga Dorper durante o
periodo de transigdo para o anestro na Africa do Sul. Os autores constataram
que ndo houve influéncia sobre a porcentagem de animais em estro, tempo
para o estro e sua duracdo, bem como, no numero de cordeiros nascidos.
Entretanto houve diferenca (P<0,01) na taxa de gestacdo , que foi menor
(70,2%) no grupo que recebeu a eCG 24h apds a remogao da esponja do que

nos demais grupos (78,0% e 75,0%).

2.2.3.3.2 Horménio Liberador de Gonadotrofinas (GnRH)

A ovulagdo de foliculos antrais pode ser induzida com o uso de
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tratamentos hormonais, inclusive de GnRH (GINTHER et al., 1995; RUBIANES
et al., 1997; MURDOCH; VAN KIRK, 1998).

O GnRH ¢ o neuropeptideo chave para o controle da fungao reprodutiva
em todas as espécies de vertebrados (BAKKER; BAUM, 2000). Este
decapeptideo é produzido e liberado pelo hipotalamo (HONLES, 2000) e induz
a liberagdo de hormodnio luteinizante pela adenohipofise (THATCHER, et al.,
2002; YAMADA et al., 2002).

O GnRH induz a ovulagado ou a luteinizagdo do maior foliculo presente
no momento do tratamento (MACMILLAN; THATCHER, 1991),
consequentemente uma nova onda folicular é recrutada (THATCHER, et al.,
1993). Entretanto o desenvolvimento de uma nova onda fica inalterado se a
aplicacdo do GnRH for realizada antes do estabelecimento da dominancia
folicular e os efeitos s&do dose dependentes (RYAN et al., 1998).

A ovulagao ocorre aproximadamente 24 horas apds a administragao do
GnRH (ROBERT et al., 1985), e a taxa de ovulacdo nao se altera quando o
GnRH é aplicado 12 ou 36 horas apds a lutedlise (MURDOCH; VAN KIRK,
1998). Rubianes et al. (1998) demonstraram que o GnRH induz o pico pré-
ovulatério de LH duas horas apés a injegao intramuscular em ovelhas durante a
estacao reprodutiva.

Quando a ovulagdo de ovelhas em anestro é induzida pela
administragdo de GnRH, uma parte dos animais falha em formar um CL com
funcdo normal (BARTLEWISKY et al., 2001a).

Segundo Murdoch e Van Kirk (1998) ha um paradigma experimental de
que o estimulo da ovulagdo com GnRH, no inicio da fase folicular do ciclo de
ovelhas, € um preludio da insuficiéncia luteal. Estes autores demonstraram que
as concentragdes de progesterona sdo suprimidas apds a aplicagdo im. de um
agonista analogo ao GnRH (5ug des-Gly'°-Ala¢ ethlamide) 12 horas apds a
inducdo da lutedlise, mas se mantém similares aquelas em animais apos estro
natural quando o GnRH é aplicado 36 horas apds a lutedlise. Neste caso, as
concentragbes baixas de progesterona sao provenientes de corpos luteos
formados a partir de ovulagdes estimuladas apenas 12 horas apods a lutedlise
anterior, ou seja, ovulagdes provenientes de foliculos com tempo inadequado
de desenvolvimento.

Segundo McLeod; Haresign, 1984 e Hunter, 1986, o uso do priming de



53

progesterona por dois a quatorze dias antes da administracdo de GnRH pode
prevenir a formacao luteal inadequada.

Bartlewski et al. (2004) testaram o efeito do momento da aplicagéo de
GnRH apds o tratamento com esponjas impregnadas com MAP. Injecbes
endovenosas de 125ug de GnRH foram dadas imediatamente ou 24 horas
apos a retirada da esponja. Estes observaram que o tempo entre a
administragdo endovenosa de 125ug de GnRH e o pico de LH foi de 115 + 9
minutos em ovelhas em anestro previamente tratadas com MAP, o que ndo
diferiu (P>0,05) de animais tratados apenas com GnRH (111 £ 8 minutos). Os
mesmos autores observaram que 0s uUnicos parametros que diferiram entre
ovelhas tratadas e nao tratadas com MAP antes da aplicagcdo de GnRH, foram
as caracteristicas do pico, onde tanto a amplitude do pico pré-ovulatorio de LH,
como a quantidade total de LH secretado no pico foram menores nos animais
tratados previamente com MAP do que nos tratados apenas com GnRH.
Entretanto, os autores observaram que, quando o tratamento com GnRH foi
feito 24 horas apds a retirada da esponja, as ovulagées e o desenvolvimento
subsequente da fase luteal ocorreram em todos os animais, e a amplitude dos
picos de LH nao diferiram entre ovelhas tratadas com MAP-GnRH e tratadas
apenas com GnRH. As observagdes do grupo de Bartlewski séo indicativas de
que ha um forte efeito inibitério da MAP na fung&o gonadotrépica.

Quando o GnRH foi administrado 24 horas apds a remocao do
progestageno e do tratamento com eCG, o pico de LH e a ovulagdo
subsequente foram antecipados em cabras (PIERSON et al., 2003).

Naqvi et al. (2001) demonstraram que o uso de GnRH associado a eCG
aumentou a eficiéncia ovulatéria de ovelhas superovuladas. Os autores
compararam a eficiéncia de seis protocolos, durante e fora da estacdo de
monta, combinando as drogas eCG, FSH-P, Ovagen, Super-OV e GnRH.
Observaram que nos protocolos com GnRH o numero de CL/ovelha, o nimero
de CLs e foliculos maiores que 5mm/ovelha e a resposta superovulatéria
(numero de ovelhas com mais de 2 CL/numero de ovelhas do tratamento)
foram significativamente maiores. Na associacao de 800Ul de eCG com GnRH
obtiveram 9,1 £ 2,60 CL/ovelha e uma resposta superovulatéria de 8/8.
Enquanto no tratamento apenas com 800Ul de eCG obtiveram 3,0 £ 0,7

CL/ovelha e resposta superovulatéria de 7/8.
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Luther et al. (2007) avaliaram o efeito do GnRH e da eCG associados ao
tratamento com o progestageno norgestomet por 14 dias na indugao do estro e
nas taxas de gestacdo em ovelhas apés a IALP com sémen congelado. Os
autores observaram que o tratamento com GnRH 36 horas apds a remogao do
implante prejudicou a resposta ao estro quando comparado ao tratamento
controle (apenas o progestageno) e ao tratamento com o implante associado a
ambas as gonadotrofinas (progestdgeno com GnRH - 75,8% vs controle -
93,8% vs progestageno com GnRH e eCG - 94,1%). Concluiram que o GnRH
sozinho, mas ndo em combinagdo com a eCG pode diminuir a resposta do
estro. No entanto, assim como no presente estudo, as taxas de gestagdo nao
diferiram entre os tratamentos (progestageno com GnRH - 51.5% vs controle,
53.1% vs progestageno com GnRH e eCG, 55.9%).

Em um estudo feito durante o anestro em ovelhas da raca Awassi na
Jordania, Husein e Krildi (2003) compararam o efeito do tratamento com GnRH

(100ug de cistorelina) e PGF,a (20mg) associado ou n&o (controle) de esponja

com 60 mg de MAP. Os resultados do estudo mostraram que o pré-tratamento
com progesterona durante 4 dias exerceu um efeito positivo na indugdo do
estro de ovelhas em anestro. Os autores atribuiram este resultado ao efeito da
progesterona no crescimento e desenvolvimento folicular que acarreta na

homogeneidade folicular anterior ao tratamento com GnRH-PGF ,a, permitindo

que ocorra a ovulagado com sincronia. Como foi mostrado no estudo, o aumento
das concentragdes séricas de progesterona seis dias apds o tratamento com
GnRH nas ovelhas que receberam o priming evidencia que nestes grupos
ocorreu ovulagdo em resposta a injegdo de GnRH, o que resultou na formagao
de um CL cinco dias depois.

Durante a estagdao de acasalamento Gil et al. (2004) avaliaram a
associacdo do GnRH com o luteolitico delprostenate, um analogo da
prostaglandina, em 215 ovelhas Corriedale. Os autores compararam o
tratamento que associava duas doses intervaladas em sete dias de 160ug do
agente luteolitico a aplicagao i.m. de GnRH (8ug de acetato de buserelina) 42
horas apds a segunda dose do luteolitico (momento da |A) ao tratamento com o
agente luteolitico (controle). Os resultados de fertilidade tenderam a ser

maiores no grupo controle (49,5% vs 37,5%, P=0,07), ao contrario da



55

prolificidade (1,13 vs 1,28, P=0,07), ndo havendo diferenga na fecundidade. Os
autores sugeriram que a aplicacédo de GnRH, apés o tratamento com agente
luteolitico intervalado em sete dias, exerceu um efeito negativo sobre os
resultados reprodutivos, provavelmente devido a ovulagdo antecipada. Mas
enfatizaram que a escolha do protocolo deve envolver consideragdes praticas e
econdmicas.

2.3 INSEMINACAO ARTIFICIAL

A inseminagéo artificial (IA) € uma biotécnica da reprodugcdo em que se
obtém o sémen do macho para introduzi-lo posteriormente nos 6rgaos genitais
da fémea com auxilio de instrumentos especiais. Neste sistema nao existe
contato direto entre a fémea e o macho (EVANS; MAXWELL, 1990). Esta
biotécnica representa a primeira linha de biotecnologias da reproducao
(FONSECA; BRUSCHI 2005c), sendo a que propicia maior amplitude de
resultados nos programas de melhoramento animal (BICUDO et al., 2003).

As primeiras pesquisas com IA de ovelhas foram realizadas no inicio do
século XX por Ivanov (1907, 1912), que estudou os meios de diluicdo e as
técnicas de reproducdo assistida objetivando a aplicagdo pratica da IA nas
fazendas. Apds a primeira guerra mundial, estudos adicionais liderados por
Milovanov, a IA com sémen fresco e diluido foi usada em larga escala nos
programas reprodutidos em ovinos (SALAMON; MAXWELL, 2000).

No Brasil, apesar da imprecisdo dos dados, estima-se que o percentual
de animais inseminados esteja aumentando, a medida que a caprinovinocultura
evolui para a tecnificacdo e exploracdo em sistemas de produgcdo mais
intensivos. Todavia, ao contrario de bovinos, caprinos e ovinos requerem
cuidados adicionais para garantir a eficiéncia da técnica (FONSECA; BRUSCHI
2005c).

Dentre as principais vantagens da IA estdo o melhoramento genético a
curto prazo, o aproveitamento de reprodutores de alta qualidade inutilizados
para a monta natural, a prevengao da transmissdo de doencgas venéreas, a
multiplicagdo dos gendtipos dentro do rebanho sem aumentar o niumero de
reprodutores no plantel, a implantagdo de programas de acasalamento durante
a contra-estacao reprodutiva, o encurtamento da estacdo de monta e o uso de

sémen de reprodutores de elite por pequenos criadores (AX et al., 2004).
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Quando realizada adequadamente, tem poucas desvantagens em sua
utilizagdo. Entretanto, € necessario contar com pessoal treinado, dispor de
boas condi¢cbes para o manuseio das fémeas durante a terapia hormonal e
utilizar técnicas adequadas de detec¢do de estro e inseminagdo (AX et al.
2004). Mobini et al. (2005) ressaltam que como qualquer biotecnologia também
possui algumas desvantagens, que seriam o custo dos equipamentos para IA
propriamente dita e do nitrogénio liquido para manutengcdo de sémen
congelado, a necessidade da atengdo para detecgédo de estro e inseminagéao,
falta de provas de reprodutores apropriados para as caracteristicas de
producao e o risco de disseminacao de caracteristicas indesejaveis.

Os programas de |A em ovinos requerem a detecgcdo do estro uma ou
duas vezes ao dia, acarretando custos com mao-de-obra, alimentagdo e
manejo. Nestes programas a fertilidade depende da sincronia entre os
momentos de inseminacdo e ovulacdo. Para solucionar estes problemas a
inseminacao artificial em tempo fixo (IATF) poder ser usada em combinagcao
com a sincronizagdo do estro e da ovulagdo usando tratamentos hormonais
que garantam a minima variagado possivel no momento de ovulagdo entre os
animais tratados (EVANS; MAXWELL, 2000).

O sémen para IA pode ser processado de diferentes maneiras, podendo
ser utilizado fresco, resfriado ou congelado. O sémen fresco é o método
preferivel, especialmente durante a estacdo reprodutiva onde sua producao e
qualidade estdo no seu pico maximo. O uso do sémen refrigerado € uma
estratégia comum quando o reprodutor ndo se encontra no mesmo local que as
fémeas, podendo permanecer estocado a aproximandamente 4°C e utilizado
até 24 horas apds a colheita. Finalmente, o sémen congelado pode ser
utilizado por um longo periodo, além disso € uma maneira de preservar
material genético de animais ja mortos (BALDASSARRE; KARATZAS, 2004).

A inseminagdo nos pequenos ruminantes pode ser vaginal, cervical ou
intra-uterina (via laparoscopica ou transcervical). Estes métodos diferem quanto
a sua complexidade e expectativa de éxito (EVANS; MAXWELL, 2000).

A |A intrauterina transcervical em ovelhas é limitada devido a anatomia
do cérvix. O cérvix ovino é um ¢6rgdo tubular, longo e fibroso composto
predominantemente por tecido conectivo com uma camada externa serosa e

uma camada interna de epitélio luminar. O lumen é extremamente tortuoso
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devido a presencga de 4 a 7 anéis cervicais que apontam caudalmente, agindo
como uma barreira fisica a contaminacado externa. Esses anéis sao o principal
obstaculo na inseminagao transcervical em ovinos, pois além de se projetarem
para o lumen, o segundo e terceiro anéis, frequentemente, estdo desalinhados
do primeiro (KERSHAW et al., 2005), condicionando a deposi¢ao do sémen no
fundo de saco vaginal ou no orificio cervical externo (HALBERT et al., 1990ab,
CAMPBELL et al., 1996). O tempo médio necessario para transpor a cérvix em
ovelhas pode variar de 2 a 12 minutos, sendo, em média 4,8 + 0,7 min
(HUSEIN et al. 1998).

A taxa de gestacdo em ovelhas apdés a IA cervical com sémen
congelado € baixa principalmente devido a inabilidade do sémen congelado de
atravessar o tortuoso canal cervical das ovelhas. Embora se consigam taxas de
fertilidade aceitaveis, driblando a barreira cervical, através do uso do
laparoscopio para IA intrauterina, atualmente ha uma grande tendéncia de
enfatizar o desenvolvimento de técnicas nao-invasivas de procedimentos para
IA transcervical (NAQVI et al., 2005). Com a deposigdo do sémen refrigerado
na entrada do 6stio cervical s6 sdo conseguidas taxas de gestagédo aceitaveis
as custas de uma maior concentragdo espermatica (400 — 600 milhdes) ou
através de dupla inseminagao (BARBAS et al., 2001). Segundo Ax et al. (2004),
quando utilizado o método transcervical a IA deve ser feita entre 48 e 56 horas
apos a remogado do pessario de progesterona; utilizando a inseminagao
laparoscopica combinada com terapia de progesterona e eCG, os autores
sugerem que a |A seja feita 56 a 62 horas apés a remocao do pessario.

A A por laparoscopia permite a visualizagdo do utero com minima
invasdo da cavidade abdominal. O uso da IA laparoscopica para driblar a
barreira cervical resulta em fertilidade e taxa de nascimento aceitaveis
(SALOMON; MAXWELL, 2000). Além disso, favorece a utilizagdo de sémen
congelado que, geralmente, € menos fértii que o fresco, uma vez que é
“colocado” diretamente na luz uterina. Com esta técnica sao necessarios 20
milhdes de espermatozodides, frescos ou congelados, e pode-se atingir taxa de
concepgao de 90% (MOBINI et al.,2005). Com esta técnica € possivel depositar
0 sémen proximo ao local da fertilizagcdo minimizando o problema da baixa
motilidade e viabilidade pds congelamento, relatados por Lucidi et al. (2000)

como o maior causa da baixa fertilidade. Entretanto o custo, a habilidade
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necessaria e a natureza invasiva da técnica limitam a difusdo do seu uso a
campo (NAQVI et al., 2005).

Alternativamente, a |A transcervical em ovelhas oferece, baixo custo,
viabilidade e constitui uma via de acesso ao utero ndo-invasiva (NAQVI et al.,
2001, 2005). No entanto, n&o é realizada com frequéncia devido a dificuldade
de transposicao do cérvix pela tortuosidade dos anéis, anteriormente citada.
Barbas et al. (2003) realizaram IA cervical 55 + 1 horas apods a retirada da
esponja, sem prévia detecgédo do estro, com dose de sémen refrigerado de 300

milhdes de sptz e administragdo de um analogo da prostaglandina E, (PGE,), o

misoprostol (Cytotec® Searle) e de um agonista dos receptores 3-adrenergicos,
o sulfato de terbutalina (Bricanyl®, Astra), por via transvaginal e imediatamente
apos a IA. Nao foi conseguida nenhuma inseminacgao intrauterina e nao foi
observado qualquer efeito da administragdao de misoprotol;sulfato de terbutalina
no momento da IA, sobre a fertilidade, prolificidade e fecundidade. A taxa de
fertilidade geral do estudo foi de 39,62%. Com a técnica de tragéo cervical
consegue-se realizar a inseminagao intra-uterina. A taxa de gestacao

alcancada é em torno de 45% com sémen congelado e de 80% com fresco.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 PERIODO EXPERIMENTAL, LOCALIZACAO E CONDICOES
CLIMATICAS

O experimento foi realizado no més de janeiro de 2006, na cidade de
Cachoeiras de Macacu, localizada na mesoregiao Metropolitana do Estado do
Rio de Janeiro, Brasil (latitude 22°27'52.90” S, longitude 43°39'06.95”" W).
Segundo a classificagdo de Koeppen o clima da regido € classificado como
CWa, onde temos inverno seco e verao chuvoso, com temperatura anual
variando de 18 a 23°C e precipitagao pluviométrica anual variando de 2.000 a
2.600mm?3. Os estudos foram conduzidos na Fazenda Escola da Faculdade de
Veterinaria da Universidade Federal Fluminense e na Fazenda Jororé do
Sertdo. Durante o experimento foram feitas leituras diarias das temperaturas
maxima, minima e umidade, como mostrado na Tabela 1. As médias
pluviométrica e de temperatura na regido durante o experimento foram de 0,0
mm? e 28,10°C (INMET). Os parémetros ambientais avaliados durante o

periodo experimental estdo apresentados no Anexo 1.

Tabela 1 Média dos parametros ambientais ocorridos durante o periodo
experimental (Janeiro de 2006)

Parametros Médias * Desvio padrao
Temperatura do ar (bulbo seco) 27,30°C £ 1,39
Temperatura maxima 33,80°C + 1,89
Temperatura minima 22,40°C + 1,05
Umidade Relativa do Ar 70,78% + 7,86
Precipitacdo Pluviométrica 0,00mm £ 0,00

Fonte: INMET, 2006 (Boletim Agroclimatolégico més de janeiro de 2006)
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3.2 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

3.2.1 Ovelhas

Previamente ao inicio do experimento, as fémeas ficaram trinta dias
apartadas dos machos, no final deste periodo foi realizado exame ginecoldgico.
Este se baseou na realizagdo do exame ultra-sonografico, onde se observou a
presenca de gestacdo ou de alguma patologia uterina. Apds os exames, 0s
animais foram pesados e tiveram a condicido corporal avaliada, usando-se um
método subjetivo de avaliacdo, sendo este baseado numa escala de 1
(emaciada) a 5 (obesa), como descrita por Suiter (1994, Anexo 2). Para esta
avaliacao, as regides costal e lombar foram palpadas e o escore de condi¢cao
corporal (ECC) estimado para cada animal. No Anexo 3 encontram-se os
dados das avaliacbes de peso e ECC. Durante o experimento, utilizou-se um
total de sessenta e seis ovelhas, sendo cinquenta e quatro da raga Santa Inés
e doze mesticas das ragas Santa Inés / Dorper. Na Tabela 2 esta demonstrado

o numero de ovelhas utilizadas em cada tratamento

Tabela 2 Ovelhas utilizadas por tratamento experimental

Grupos Experimentais T controle Teorn Total
Ovelhas selecionadas 34 34 68
Ovelhas descartadas 02 - 02
Ovelhas utilizadas 32 34 66

Do total de ovelhas selecionadas duas foram excluidas do experimento,
uma devido a morte por picada de cobra e outra por gestagdo nao detectada no
exame ultra-sonografico durante a sele¢do dos animais. Na Tabela 3 é
apresentada a divisdo em relag&o ao local de realizagdo e a raca.

Dentre as 66 ovelhas utilizadas haviam fémeas pluriparas (48) e
nuliparas (14), pois quatro informagdes quanto a ordem de parto das ovelhas
foram perdidas. Os animais eram mantidos num sistema semi-intensivo de
criagcado, onde eram soltos pela manha e presos no aprisco a noite. O aprisco
era constituido por baias com pisos ripados que eram varridas diariamente e
mensalmente era feita higienizagdo com langa chamas e cal virgem. O rebanho

recebeu acompanhamento veterinario e foi periodicamente vacinado contra
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raiva e clostridiose e deverminado a cada trés meses. O manejo nutricional
diferiu entre as fazendas, enquanto em uma era baseado apenas em pastejo
de capim Brachiaria sp, na outra os animais eram alimentados no cocho com
capim camerum picado (Pennisetum purpureum), cana-de-agucar e
concentrado (Anexo 4) além do pastejo em braquiaria. O sal mineral
(Purinaf6s®, PURINA, Paulinia, SP) (Anexo 5) e agua eram oferecidos ad

libidum em ambas as fazendas.

Tabela 3 Numero de ovelhas utilizadas por tratamento, raca e local do
experimento

Grupos Experimentais Controle Tenru Total
Ovelhas da raga Santa Inés 25 28 53
Ovelhas mesticas Santa Inés X Dorper 6 7 13
Fazenda Escola UFF 23 26 49
Fazenda Joror6 do Sertao 8 9 17
Ovelhas Pluriparas 22 26 48
Ovelhas Nuliparas 7 7 14

3.2.2 Reprodutores

Utilizaram-se dois carneiros da raga Santa Inés e um da raga Dorper,
com idades de 1,5 a 3 anos como doadores de sémen e reprodutores. Antes do
inicio do experimento os machos foram submetidos a exame androldgico,
quando se realizou a inspecgao e palpagao da genitalia externa, bem como a
avaliagcdo do comportamento sexual. Apos a colheita de sémen, avaliaram-se
as caracteristicas do ejaculado. Os animais nao apresentaram nenhum sinal de
disfungéo orgénica ou reprodutiva, tendo sido, assim, considerados aptos para
a reproducdo. Em todas as colheitas os resultados das avaliacbes foram
registrados em ficha propria (Anexo 6). No decorrer do periodo experimental os
carneiros eram mantidos isolados em baias com piso de alvenaria ou ripado,
medindo cerca de 3m? num sistema semi-intensivo. Os manejos sanitario e

nutricional foram semelhantes aos das ovelhas.

3.3 GRUPOS EXPERIMENTAIS

As ovelhas selecionadas foram separadas equitativamente em dois
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grupos experimentais, controle (T;) e tratado (T,,,) de acordo com o escore

de condigdo corporal e peso. O estro foi sincronizado com esponjas
intravaginais (D0O) impregnadas com 60mg de acetato de medroxiprogesterona
(Progespon®, Syntex, Buenos Aires, Argentina) mantidas por seis dias. Vinte e
quatro horas antes da retirada do pessario (D5) foram administradas 300Ul de
eCG (Novormon 5000®, Syntex, Buenos Aires, Argentina) via intramuscular e
30ug de analogo de prostaglandina F,a, o sintético d-cloplorstenol (Prolise®,
ARSA S.R.L., Buenos Aires, Argentina) latero-vulvar subcutédneo. Um dia (24

horas) apos a retirada da esponja (D7), o grupo controle (T, n=32) recebeu

1ml de solugéo fisiologica e o grupo tratado (T, ., N=34) 25ug de Lecirelina um
analogo do horménio liberador de gonadotrofinas, o GnRH (Gestran®, ARSA
S.R.L., Buenos Aires, Argentina) por via intramuscular. Na Figura 1 esta

representado o esquema dos tratamentos hormonais.

Do D5 D6 D7
o - e Tl solura
Insercéo da 300UIeCG RUE. , -cims solugao
Esponja + fisiologica (INaCl0,9%)
60mg MAP 30pg PGFaa Tenpm: 25 pg GnRH

Figura 1 Representacdo esquematica do protocolo de indugao/sincronizagao
de estro em ovinos (R.E. — retirada da esponja).

3.4 ACOMPANHAMENTO DA OVULAGAO

Foram selecionados aleatoriamente vinte animais, sendo dez de cada
grupo, para acompanhamento do momento da ovulacdo, do numero de
ovulagbes e do diametro folicular. Exames ultra-sonograficos foram realizados
pelo mesmo operador, utilizando-se um aparelho modelo Aloka SSD 500
(Aloka Co., Ltda., Tékio, Japan) equipado com transdutor linear de 5MHz. O

transdutor foi adaptado com um tubo de PVC cortado longitudinalmente para
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que pudesse ser manipulado externamente ao reto. Para protecdo do
transdutor foi utilizada uma luva de palpacgao transretal na qual um dos dedos
foi preenchido com gel de carboximetilcelulose, préprio para exame ultra-
sonografico, onde foi alocado o transdutor. As ovelhas foram colocadas em
estacdo e contidas em um tronco proprio para pequenos ruminantes, apos a
remogao das fezes foi introduzido no reto carboximetilcelulose em gel, por meio
de uma seringa de 60ml, para lubrificar e aumentar a superficie de contato. O
transdutor foi introduzido no reto até a visualizagado da vesicula urinaria e utero.
A visualizagdo dos ovarios foi obtida rotacionando-se o transdutor lateralmente
para ambos os lados, e quando necessario a imagem foi “congelada”.

As imagens dos cornos uterinos e da vesicula urinaria foram utilizadas
como pontos de referéncia para localizar os ovarios. As avaliagbes ultra-
sonograficas foram realizadas 12, 24, 36, 48 e 60 horas apos a retirada da
esponja. O numero, a posigao relativa e o tamanho dos foliculos ovarianos
maiores ou iguais a 3mm foram devidamente anotados em fichas proprias
(Anexo 7). Considerou-se como dia da ovulagdo quando o maior foliculo antes

identificado, ndo estava mais presente.

3.5 COLETA DE SANGUE E DOSAGEM HORMONAL

Para determinagcdo das concentracbes séricas de progesterona, foram
colhidas amostras de sangue por venopuncao jugular das mesmas fémeas
selecionadas para acompanhamento da dinamica folicular conforme a Tabela
4. Foram colhidos cerca de 5 ml de sangue de cada animal com agulhas
hipodérmicas 40 mm X 12 mm em tubos de ensaio de vidro, sem

anticoagulante.

Tabela 4 Coletas de sangue e descrigdo do momento do tratamento hormonal
correspondente ao dia da coleta

Coleta Descricao
12 coleta Insercao da esponja (DO0)
22 coleta Quarto dia tratamento progestageno (D4)

3?2 coleta Aplicagao de eCG e d-cloprostenol (D5)
42 coleta Retirada da Esponja (D6)
52 coleta Aplicagdo de solugéo fisiolégica no T, ... € GhRH no T -, (D7)

As amostras foram imediatamente acondicionadas em gelo até o



64

momento da centrifugagdo. A centrifugacdo foi realizada a 400g por 15
minutos. O soro obtido foi congelado em duplicata a -20°C até o momento da
dosagem. As concentragdes de progesterona foram determinadas pelo método
de radioimunoensaio (RIE) em fase sdlida utilizando-se kits comerciais (COAT-
A-COUNT®, Diagnostic Products Corporation, Los Angeles, CA, USA) no
laboratério B.E.T. Laboratories (Rio de Janeiro, RJ — Brasil). A sensibilidade do
ensaio, definida como a menor concentragdo do hormdnio detectada, foi
0,03ng/ml.

3.6 COLETA, AVALIAGAO E DILUIGAO DO SEMEN

O sémen foi coletado com auxilio de vagina artificial. Internamente na
vagina utilizou-se um plastico em forma de cone a fim de evitar o contato do
sémen com a camisa de latex. A extremidade anterior do plastico foi dobrada
em torno da vagina e a outra extremidade acoplada com fita adesiva a um tubo
plastico de 10ml, protegido da luz. Antes da coleta, encheu-se a vagina artificial
com agua a temperatura de 47°C e em seguida, lubrificou-se seu interior com
gel de carboximetilcelulose. Apds a coleta, o sémen foi encaminhado para
analise e diluigcao.

As coletas do sémen foram realizadas com os machos diante de uma
fémea em estro, em uma area de piso reto e antiderrapante. A fim de obter o
maximo de volume seminal possivel, antes da monta para a coleta
propriamente dita, foi deixado que o macho fizesse de uma a trés falsas
montas.

O exame fisico do sémen consistiu inicialmente na avaliagao
macroscopica, onde foram avaliadas a coloracédo, o aspecto e o volume (ml).
Em seguida foi realizada a avaliagcdo microscépica, onde foi avaliado o
turbilhonamento (0 a 5), a motilidade progressiva (0% a 100%), o vigor (0 a 5) e
a concentragcdo espermatica (numero de espermatozéides/ml). O
turbilhonamento foi avaliado numa gota de sémen fresco apenas sobre uma
[&mina em um aumento de 40X. A motilidade progressiva e o vigor foram
avaliados em microscopia 6ptica em um aumento de 100 e 400 vezes,
utilizando-se uma gota de sémen fresco diluido em soro fisiolégico a 37°C na

proporcado de 1:1, colocada entre lamina e laminula, previamente aquecidas a
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37°C em placa aquecedora. A concentracdo foi determinada contando-se as
células espermaticas em camara de Neubauer em microscopio Optico com
aumento de 400 vezes numa diluigdo aproximada de 1:400. Para isso, juntou-
se uma aliquota de 0,01mL de sémen a 4mL de formol salina tamponada
(CBRA, 1998). O valor médio da contagem nos dois lados da camara foi
multiplicado por 20x10% para obter-se o numero de espermatozoéides/mL do
ejaculado. Logo apds, baseando-se na concentracdo determinada e na
concentragédo e no volume da dose inseminante, o sémen foi diluido e mantido
a uma temperatura de 37°C, em banho-maria até sua utilizagdo. As doses
inseminantes (25x10¢ espermatozdides moveis /mL) foram envasadas na
palheta de 0,25mL, assim que as ovelhas estivessem prontas para serem
inseminadas. Foi utilizado como diluidor o Tris-Frutose (EVANS;MAXWELL,
1987), o método de preparo e a formula do diluente utilizado encontram-se

descritos no Anexo 8.

3.7 INSEMINACAO ARTIFICIAL (IA) E COBERTURAS

Os animais de ambos os grupos foram novamente divididos para serem
submetidos a |A laparoscoépica (LP, n=25, apenas fémeas Santa Inés) ou
monta natural controlada (MN, n=41) utilizando reprodutores de fertilidade
comprovada. Os horarios de cobertura e inseminacdo foram devidamente

registrados.

3.7.1 Monta Natural

Para realizacao das coberturas as ovelhas foram rufiadas 12, 24, 36 e
48 horas apos a retirada da esponja, utilizando-se o proprio macho reprodutor.
As fémeas foram apartadas em grupos de cinco animais sendo que cada grupo
era deixado com o macho por cerca de 10 minutos. Assim que a fémea
aceitava a monta era coberta e retirada do lote. O horario da monta era entéo
anotado em ficha prépria (Anexo 9) para o posterior calculo do momento de
inicio e duracao do estro. As fémeas foram cobertas a primeira detecgéo e 24

horas apos, caso ainda estivessem aceitando a cobertura.
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3.7.2 Inseminagao Artificial

Apods jejum hidrico e alimentar de 24 horas, os animais foram sedados
com 3mg de acepromazina intramuscular (Acepran 1%®, E.H.G., Mogi Mirim,
SP). Os animais foram entdo posicionados em decubito dorsal em macas
apropriadas com angulagao aproximada de 45° com a cabega para baixo. Em
seguida foi feita tricotomia e anti-sepsia com alcool iodado da regidao abdominal
proxima a glandula mamaria. Apds aplicagdo de 1ml do anestésico local
(Cloridrato de Lidocaina, Lidovet® 2%, Laboratério Bravet, Rio de Janeiro, RJ),
duas incisées pontuais foram feitas na pele com lamina de bisturi em ambos os
lados, a aproximadamente 6 cm da linha alba e a 3 cm da glandula mamaria.
Duas canulas com trocateres de 10 mm e 5 mm de didmetro foram inseridas,
uma de cada lado. A insercdo na cavidade abdominal foi concomitante a
retirada dos trocateres para evitar a perfuragao de visceras e a cavidade foi
insuflada com ar comprimido. Uma 6tica de 10 mm foi inserida através da
canula no lado esquerdo para visualizacdo do utero. Na outra canula foi
inserido o aplicador envolto em bainha de inseminagao previamente preparada
com uma agulha de insulina na ponta (BICUDO, comunicagdo pessoal), de
forma que esta ficava protegida pela bainha e sé era exposta quando o
inseminador solicitasse.

A deposicao do sémen fresco foi feita na curvatura maior de cada um
dos cornos, com a agulha penetrando numa angulagao de 45°, depositando-se
metade da dose inseminante em cada corno uterino. Imediatamente apds a IA,
as céanulas e o ar foram removidos e foi feito um ponto de sutura na incisao.
Antes dos animais serem soltos foi feito o estimulo do clitoris e os mesmos

foram mantidos em ambiente tranquilo, sem estresse, e alimentados a vontade.

3.8 DIAGNOSTICO DE GESTAGAO

O diagnéstico de gestagao foi realizado 45 dias apds as inseminacoes e
coberturas. Os exames ultra-sonograficos foram feitos pela via transretal com
aparelho Aloka SSD 500%®, (Aloka Co., Ltda., Tokio, Japan) equipado com
transdutor linear de 5MHz. O transdutor foi adaptado conforme citado

anteriormente. A gestacao foi evidenciada pela presenca do feto e dos
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placentdnios.
3.9 ANALISE ESTATISTICA

As analises estatisticas foram realizadas no Laboratério de Reprodugao
Animal da Embrapa Gado de Leite. Para o processamento das analises,
utilizou-se o programa SAEG 8.1 (Sistema para Analises Estatisticas e
Genéticas; Ribeiro Junior, 2001) desenvolvido pela Universidade Federal de
Vigosa e o programa InStat 3. Foram estudadas as seguintes respostas:

- peso corporal (Kg);

- escore da condi¢ao corporal (1 a 5);

- intervalo entre a retirada do implante intravaginal e a inseminacgao artificial por
laparoscopia (horas);

- taxa de ovulagado (%): numero de animais que ovularam/numero de animais
que realizaram a ultra-sonografia X 100;

- numero médio de ovulagdes: numero médio de ovulagdes por ovelha;

- diametro folicular (mm);

- intervalo entre a retirada da esponja e a ovulagao (horas);

- concentragao sérica de progesterona (ng/ml) em diversos momentos;

- taxa de ovelhas em estro (%): numero de fémeas em estro/numero de total de
fémeas tratadas X 100;

- intervalo (horas) entre a retirada da esponja e o inicio do estro (primeira
aceitacao de monta);

- duracdo do estro (horas): intervalo entre a primeira e ultima aceitacdo de
monta;

- taxa de concepcao (%): numero de ovelhas gestantes/numero de ovelhas
expostas x 100.

Para as variaveis quantitativas (peso e escore da condigdo corporal,
intervalo entre a retirada do implante intravaginal e inseminagdo por
laparoscopia, didametro folicular, concentragdo sérica de progesterona em
diversos momentos, intervalo da retirada da esponja para o inicio do estro e
para a ovulacdo, duragdo do estro) aplicou-se a analise de variancia. Sendo
que para a comparacao de mais de duas médias utilizou-se o Teste de Student
- Newman - Keuls (SNK), ao nivel de significancia de 5%.

Os dados proporcionais (numero médio de ovulagdes, taxa de ovulagao,
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taxa de ovelhas em estro e taxa de concepgéo) foram submetidos ao Teste de
Qui-Quadrado, ao nivel de significancia de 5%, para deteccado de diferengas

entre os tratamentos.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo sao apresentados, considerando-se
dois tipos de parametros: pardmetros de controle e parametros envolvendo
resultados. Os parametros de controle sao aqueles que prestam informacao
sobre a homogeneidade dos tratamentos, n&o sendo resultados de
determinado tratamento. Sao eles: peso e escore da condicdo corporal,
intervalo entre a retirada da esponja intravaginal e inseminagdo por
laparoscopia.

Os parametros de resultados avaliados foram: taxa de ovulagdao, numero
médio de ovulagdes, concentragao sérica de progesterona (ng/ml) em diversos
momentos, porcentagem de ovelhas em estro, intervalo da retirada da esponja

para o inicio do estro, duracio do estro e taxa de concepcéo.

4.1 PARAMETROS DE CONTROLE

Os dados referentes aos parametros de controle estao apresentados na
Tabela 5. Observa-se homogeneidade (P>0,05) nos trés parametros entre os
tratamentos, desta forma as respostas avaliadas nao foram influenciadas por
estes parametros.

Dezesseis dados de peso corporal ndo foram computados devido a
impossibilidade de realizacdo da pesagem dos animais em uma das fazendas.
O escore da condigao corporal foi diferente entre as ragas, entretanto, isso néo
pode ser considerado como influéncia nos resultados, uma vez que, no total
esta diferenca ndo se manteve entre os tratamentos, devido a distribuicao

equitativa dos animais.
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Tabela 5 Parametros de controle avaliados no experimento (média + desvio
padréo)

Parametros Teontroe (N) T (N) Total (n)
Peso (Kg)
Sl 39,84 + 6,46%(16) 38,77 £ 5,66%(19) 39,26 + 5,972 (35)
SI/D 46,03 + 17,04° (6) 51,23 + 10,77°(7) 48,83 + 13,652 (13)
Total 41,563 £ 10,344 (22) 42,13 £9,094(26) 41,85+ 9,58 (48)
ECC
Sl 3,13+ 0,392 (24) 3,15+ 0,392 (27) 3,14 + 0,38 (51)
SI/D 3,58 + 0.93° (6) 3,78 +0,64° (7) 3,69 0,76 (13)
Total 3,22 + 0,554 (30) 3,27 £ 0,514 (34) 3,25+ 0,53 (64)
IIA* (horas)
Sl 53,66 + 0,894 (10) 53,65+ 1,26~ (14) 53,65+ 1,10 (24)

abMédias com diferentes letras na mesma coluna diferiram para o mesmo parametro
(P<0,05; SNK)

ALetras iguais na mesma linha (P>0,05; SNK)

Sl: Santa Inés; SI/D: mesticas Santa Inés x Dorper

*IIA: intervalo da retirada da esponja para a inseminagéo artificial

Observa-se que a condicido corporal média no estudo foi maior que 3,0.
Segundo Moraes et al. (2005) a sugestdo para a obtengdo de otima
produtividade é que as ovelhas devam estar preferencialmente em condi¢cao
coporal de 3,0. Da mesma forma, Suiter (2004) recomenda condigdo 3,0 em
ovelhas utilizadas para reproducgao.

O status energético € o fator nutricional de maior importancia que
influencia o processo reprodutivo. Periodos prolongados de baixa ingestao de
energia pelos animais comprometem as fungdes reprodutivas alterando a
fertilidade (O’CALLAGHAN; BOLAND, 1999). Isso denota a importancia da
manutencdo da condi¢ao corporal, como observado no atual estudo, durante
um programa de sincronizagéo e inseminagao artificial.

Quanto ao intervalo entre a retirada do implante e a inseminagao
artificial por laparoscopia, ndo houve diferenca no horario da inseminacao entre
0s grupos de tratamento. Isto se deve a metodologia aplicada no experimento,
na qual as ovelhas foram inseminadas alternadamente de acordo com o grupo
de tratamento (Tabela 5), dessa forma este parédmetro ndo influenciou a
resposta estudada. Os valores minimos e maximos foram 51,75 e 56,5 horas

apos a retirada da esponja.
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4.2 PARAMETROS DE RESULTADOS

4.2.1 Avaliacao Ultra-sonografica da Ovulagao

Na avaliagao ultra-sonografica foram avaliados a taxa de ovulagéo, o
didmetro do foliculo pré-ovulatério (mm), o numero médio de ovulagbes/animal
e o intervalo entre a retirada da esponja e a ocorréncia da ovulacao (horas).

Em ovelhas, o exame ultra-sonografico transretal mostrou-se ser mais
dificil de ser realizado e interpretado do que em vacas, devido a problemas
como o acesso anatbémico, o didmetro maximo do foliculo e a diferenga de
tamanho entre o foliculo dominante e o segundo maior foliculo, fato relatado
anteriormente por Ravindra et al. (1994).

No presente estudo nao foi possivel detectar a presenca de corpos
luteos, uma vez que, a avaliagcao ultra-sonografica so foi realizada até um dia
apos a ovulagao. Isso pode ser explicado pelos estudos de Barret et al. (2004)
e Bartlewski et al. (2004), que observaram que em ovelhas ciclicas tratadas
com progesterona durante 14 dias e gonadotrofinas, o tempo entre a ovulagao
e a deteccao do corpo luteo foi de 3,4 + 0,3 e 3,4 £ 0,2 dias, respectivamente.

A taxa de ovulagao foi de 95%; dos 20 animais avaliados, apenas um
animal do grupo tratado com GnRH n&o ovulou (Tabela 6).

Tratando ovelhas Santa Inés e Dorper com CIDR por cinco dias,
Brandao et al. (2007) observaram que 77,78% dos animais ovularam. Takada
(2004) trabalhou com MAP por 4 dias em ovelhas Suffolk associando bezoato
de estradiol na colocagdo da esponja, D-cloprostenol na retirada e 50ug de
GnRH (gonadorelina) 48 horas apds e observou que 58% das ovelhas
ovularam.

O numero médio de ovulagdes foi 1,16, pois trés animais dos 19
ovulados tiveram dupla ovulagdo. Nao foi observada diferenca quanto ao
numero de ovulagdes entre os grupos de tratamento, sendo 1,11 + 0,33 para o

T e122+044 para T (Tabela 6). Os valores minimo e maximo foram

controle GnRH

0 e 2, respectivamente
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Tabela 6. Parametros de resultados avaliados na ultra-sonografia de ovelhas
tratadas com implante de progestageno por seis dias, associado ou nao a
administragdo de GnRH aplicado 24 horas apds a remogao da esponja (média
+ desvio padrao)

TControIe (n) TGnRH (n) TOtaI (n)
Taxa de ovulagao (%)
100,00 (10/10) 90,00 (9/10) 95,00 (19/20)
Numero médio de ovulagdes
MN 1,20+0,45(5) 1,25+0,50(4) 1,22+0,44(9)
A 1,00+£0,00 (4) 1,20+0,45(4) 1,11+£0,33(9)
Total 1,11+0,33(9) 1,22+0,44(9) 1.17+0.38(18)
Didmetro Folicular (mm)
MN 6,10+0,65(5) 6,12+0,25(4) 6,11+0,49(9)
IA 6,88+0,48(4) 6,20+0,76(5) 6,50+0,71(9)
Total 6,44+068((9) 6,17+0,56(9) 6,31+0,62(18)

IOV * (horas)
MN
A
Total

58,78 + 4,49 (5)
59,40 + 2,54 (4)
59,06 + 3,55 (9)

58,19 % 4,50 (4)
58,52 + 2,98 (5)
58,38 + 3,47 (9)

58,52 + 4,22 (9)
58,91 + 2.66 (9)
58,72 + 3,43 (18)

Nao houve diferencga entre os tratamentos (P>0,05) pelo teste SNK.
*|OV: ntervalo da retirada da esponja para a ovulagéo

Este resultado se assemelha ao observado por outros autores. Knights
et al. (2001a) induziram o estro de 275 ovelhas mesticas (com predominéncia
das racas Suffolk e Dorset) com CIDR por cinco dias e observaram uma média
de 1,95 = 0,1 ovulagdes por ovelha. Adicionalmente, lida et al. (2004),
utilizando protocolo de 12 dias de MAP e 500Ul de eCG em 42 ovelhas das
racas Suffolk, Dorset e South-down, observaram que o numero médio de
ovulagdes foi de 1,21 £ 0,11. Takada (2004), no estudo supracitado, observou
que o numero médio de foliculos ovulados foi de 1,17 + 0,17.

Entretanto Bartlewski et al. (2004) utilizaram altas dosagens de GnRH 24
horas apds a remogao da esponja, mantida por 14 dias, e observaram que o
numero médio de ovulagdes foi de 2,3 + 0,2. Barret et al. (2004) obtiveram 2,3
+ 0,6 ovulagdes/ovelha dentre os animais tratados com 12 dias de MAP e
500Ul de eCG. Esta diferenca pode ser atribuida a raga do animal, uma vez
que ambos os autores trabalharam com ovelhas Western white-faced.

Considerando o lado da ovulagdo, foi observado um total de nove
ovulagdes no ovario direito e onze no esquerdo. Uma ovelha ovulou em ambos
os lados.

O diametro folicular (DF) do foliculo pré-ovulatério ndo diferiu entre os
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grupos, sendo 6,44 + 0,68 mm para T e 6,17 £ 0,56 mm para T, (Tabela

controle
6). Os valores minimo e maximo foram, respectivamente, 5,61 mm e 7,12 mm.
Este resultado esta de acordo com Ginther et al. (1995), Bartlewski et al. (1999)
e Evans et al. (2000) que relatam que o foliculo dominante alcanga didmetro
maximo de 5—-7 mm.

Os dados do diametro folicular (DF) observados no presente estudo se
assemelham aos observados por outros autores. Flynn et al. (2000) utilizaram
uma unica esponja por 14 dias em ovelhas mesticas Suffolk / Texel e
observaram que a média do DF foi 7,4 + 0,2 mm. Entretanto quando os
referidos autores trataram as ovelhas por 14 dias com trés esponjas trocadas a
cada cinco dias, condicdo semelhante ao do presente estudo, um foliculo
ovulou com diametro maximo de 6,3 + 0,2 mm. Porém, nesses dois estudos de
Flynn e seus colaboradores a maior diferenga observada foi na “idade” dos
foliculos ovulatérios. Assim, a sincronizagdo com uma unica esponja resultou
numa maior frequéncia dos pulsos de LH e na ovulagdo de um foliculo
dominante “velho” (12,1 + 0,6 dias); enquanto o tratamento com trés esponjas
trocadas a cada cinco dias resultou na ovulagdo de um foliculo de menor
duracédo (5,1 £ 0,5 dias), provavelmente devido a emergéncia de ondas a
intervalos mais frequentes. Outro estudo cujos resultados se assemelham ao
do presente foi o realizado por Evans et al. (2001) que compararam ovelhas da
raca Suffolk que receberam apenas uma esponja de progestageno com
ovelhas que receberam trés esponjas por 14 dias. Os autores observaram que
nao houve diferenga no tamanho do foliculo ovulatério (5,7 £ 0,3 vs 5,1 £ 0,3
mm).

Para estimar a idade folicular é necessario rastrear o foliculo ovulatério
desde sua emergéncia. No presente estudo a “idade” do foliculo ndo pbéde ser
calculada, uma vez que, a maioria dos foliculos rastreados ja tinha mais de 4,5
mm quando o0s exames ultra-sonograficos comecaram a ser realizados.
Segundo Evans et al. (2003) na ovelha, o recrutamento folicular normalmente
ocorre quando os foliculos medem cerca de 2 a 3 mm, o que néo foi possivel
observar no presente estudo devido as limitagdes do transdutor utilizado
(6MHz). Ademais, a metodologia utilizada ndo permitiu 0 acompanhamento do
desenvolvimento folicular desde a emergéncia da onda, uma vez que, a

avaliacao ultra-sonografica foi realizada apds a retirada da esponja.
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O intervalo médio entre a retirada da esponja e a ovulagao foi de 58,72 +
3,43 horas. Nao foram observadas diferencas (P>0,05) em relagao ao intervalo
entre a retirada da esponja e a ovulagao: 59,06 + 3,55 e 58,38 + 3,47 horas

para os grupos T e T,y respectivamente (Tabela 6). Os valores minimo e

controle
maximo foram 53,65 e 62,31 horas.

Cline et al. (2001) utilizaram implante com 3mg de norgestomet por 10
dias associado a 400Ul de eCG e obtiveram intervalo entre a retirada do
implante e a ovulagdo de 75,6 horas com variacdo de 60 a 96 horas. Cardwel
et al. (1998) utilizaram o mesmo implante associado a 500Ul de eCG e
observaram que o intervalo entre a retirada do implante e a ovulacao foi de
68,6 horas. No presente estudo, este intervalo foi mais curto do que o
constatado pela literatura. O intervalo reduzido do tratamento progestageno
pode ter determinado alta concentragdo circulante de progestageno, o que
possivelmente, antecipou 0 momento do pico de LH e, conseqlientemente, a
ovulagao.

Bartlewski et al. (2004) induziram o estro de seis ovelhas com MAP por
14 dias associada de 250ng de GnRH a cada 2 horas durante 24 horas e mais
uma injecao de 125ug (via endovenosa) 24 horas apds a retirada da esponja.
Os autores observaram intervalo entre a administracdo do GnRH e ovulagao de
31,2 £ 2,3 horas. Liu et al. (2007) trataram ovelhas da raca Western White Face
em anestro com 250 ng de GnRH a cada duas horas durante 24 horas
associado a uma injecao in bolus de 125 ug também pela via endovenosa e o
intervalo para ovulagao foi de 28,8 + 1,92 horas. Estes intervalos sao inferiores
ao observado no presente estudo o que ocorreu, provavelmente, pela via de
administragdo - a via endovenosa torna o GnRH mais rapidamente
biodisponivel - e pela maior dosagem de GnRH utilizada pelos autores. A
comparagao entre os estudos também deve considerar que o efeito biolégico
dos diferentes agonistas do GnRH varia. E essa variabilidade depende da sua
afinidade pelo receptor, da absorcdo, distribuicdo, resisténcia a
biotransformacdo e da excregao (PADULA, 2005). Além disso, Barret et al.
(2002) sugeriram que, em ovinos, foliculos antrais com tamanho e idade
similares podem variar no seu status fisiologico e na responsividade as

gonadotrofinas.
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Interessantemente, Pierson et al. (2003) trabalharam com cabras um
protocolo muito semelhante (60 mg de MAP + 125ug de cloprostenol + 300Ul
de eCG + 50ug de GnRH 24 horas apds a remogao da esponja) ao do presente

estudo, cuja diferenca foi a maior dose de GnRH e PGF,a. Os autores

observaram que embora n&o tenha ocorrido diferenca no intervalo para o estro
e na duracgao do estro, o pico de LH foi antecipado nos animais tratados com
GnRH e 54% das cabras tratadas ovularam dentro de 50 horas contra apenas
18,2% das fémeas que nao receberam GnRH. Entao parece que a dosagem de
GnRH é o fator mais importante a ser considerado em programas de

sincronizacao do estro que utilizem este hormdnio.

4.2.2 Concentragao Sérica de Progesterona

Os resultados das dosagens séricas de progesterona no dia da
colocagao da esponja (DO0), nos dois dias anteriores a retirada da esponja (D4 e
D5), no dia da retirada (D6) e um dia apds a retirada (D7) estap apresentados

na Tabela 7 e Anexo10. A amostra de uma ovelhado T foi perdida no D3,

controle

nao sendo dosada.

Tabela 7 Dia da coleta de sangue e concentracao sérica de progesterona (ng/
ml) em ovelhas tratadas com implante de progestageno por seis dias (média +
desvio padrao)

Dia Progesterona Sérica (n)
0 - insergao esponja 3,24 + 3,50 (20)
4 - 4° dia progestageno 2,41 £ 2,77 (20)
5 - aplicagdo eCG e PGF a 0,49 +£ 0,50 (19)
6 - retirada da esponja 0,28 + 0,15 (20)
7 - aplicagao GnRH 0,38 £ 0,23 (20)

A grande variabilidade, evidenciada pelo desvio padréo, observada nas
concentracdes iniciais de progesterona pode ser um indicio de que uma parte

das ovelhas nido estava ciclando. Esta hipdtese s6 se confirmaria com a
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dosagem seriada durante dez dias mostrando valores subluteais. De acordo
com Coelho et al. (2006) e Minton et al (1990) s6 sdo consideradas em periodo
anovulatorio ovelhas com concentragdes plasmaticas de progesterona menores
que 1ng/ml durante um periodo de dez dias consecutivos. Ademais, no trabalho
supracitado, Coelho e seus colaboradores estudaram o padrdo anual de
liberagao progesterona borregas da raga Santa Inés sob fotoperiodo natural no
sudeste do Brasil (latitude 21°59’) e observaram que o padrao de secrecgao foi
constante, ndo havendo diferenga entre as quatro estacdes (3,24 £+ 0,18 ng/ml
na primavera; 2,72 £ 0,19 ng/ml no verao; 3,12 + 0,18 ng/ml no outono e 3,18 +
0,18 ng/ml no inverno). Indicando desta forma, que as fémeas da raga Santa
Inés apresentam atividade ciclica ao longo de todo ano. E importante
mencionar que no estudo de Coelho a variabilidade dos dados n&o foi tdo alta
como a do presente estudo, provavelmente porque os autores utilizaram o erro
padrao para apresentagao dos resultados.

Adicionalmente, Sasa et al (2002) estudaram o padrao de secrecéo de
progesterona de borregas da raga Santa Inés no Estado de S&o Paulo, no
periodo de abril a novembro e observaram que as borregas encontravam-se
em atividade ciclica reprodutiva apresentando valores que variaram de 0,08 a
7,36ng/mL. Os autores também concluiram que em Sao Paulo esta raca nao
apresenta estacionalidade no ciclo reprodutivo, uma vez que as dosagens de

P, abaixo de 1ng/ml ndo se mantiveram por mais de dez dias consecutivos.

Traldi (1990), também relatou que a atividade ciclica de ovelhas nesta regido
do pais ndo cessa ao longo do ano. Assim, a variabilidade das concentragdes
séricas de progesterona no presente estudo ndo pode ser correlacionada com
a ciclicidade das fémeas e precisariamos de mais dados para checar esta
hipétese. No entanto ha fortes indicios na literatura de que esta raca nao
apresenta sazonalidade reprodutiva nesta regido do pais.

As dosagens de progesterona observadas no estudo sao referentes a
progesterona endogena, uma vez que, segundo Husein e Krildi (2003), o
acetato de medroxiprogesteona por ser sintético, ndo reage com os kits

comerciais utilizados nos ensaios para dosagem de P,. Assim, apenas a P,

endogena é dosada. Isto explica a queda abrupta (Figura 2) do D4 (2,41 +

2,77) para o D5 (0,49 + 0,50), a partir de onde as concentragdes se mantiveram
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baixas provavelmente devido ao efeito inibitério da MAP no hipotalamo
(FIELDS; FIELDS, 1996).

8,00 -
7,00
6,00
5,00 1F

4,00

\\2’41
2,00
1,00
W 0,38
0,00 ’ ‘

DO D4 D5 D6 D7

Concentragao sérica de P4 (ng/ml)

-1,00 -

Dias de tratamento

Figura 2 Perfil da concentragao sérica de progesterona em ovelhas tratadas
com implante de progestageno por seis dias.

Com este efeito inibitorio, a secrecdo de LH fica bloqueada e,
consequentemente a sintese de progesterona pelo CL, pois esta é regulada
pelo mesmo. Apds a ligagao do LH ao seu receptor no ovario, ocorre a ativagao
da adenil ciclase e o subsequente aumento das concentragcdes de cAMP. A
presenca de cAMP estimula a esteroidogénese, facilitando o transporte de
colesterol para dentro da mitocdndria, que converte o colesterol em
pregnenolona pela agcdo da enzima clivadora de cadeia lateral, localizada na
membrana interna da mitocondria. A acédo do LH (via cAMP) é de aumentar a
concentracao das enzimas esteroidogénicas (MORAES et al., 2002). Como foi
observado no presente estudo, quatro dias apds a insergdo da esponja, a
concentragéo de P, se manteve basal, provavelmente proveniente do cortex da
adrenal, pois segundo Robertson (1977) concentracbes basais de 0,2 ng/mi
sdo provenientes do cortex da adrenal.

Num estudo feito durante o anestro sazonal em ovelhas da ragca Awassi
na Jordania, Husein e Krildi (2003) utilizaram esponja de 60 mg de MAP por
quatro dias, seguido de GnRH (100ug de cistorelina) e prostaglandina (20mg

PGF,a). Os autores observaram que as dosagens de P, ndo diferiram ao longo

do estudo e ficaram em concentragdes basais de 0,2 + 0,04 ng/ml um dia antes
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da inserg¢ao do progestageno; 0,1 £ 0,02 ng/ml no dia da remogéao e 0,2 + 0,00
ng/ml no dia da aplicagdo do GnRH. Isso mostra que a dosagem foi apenas da
P, endogena. Em comparag&o ao presente estudo, ndo ocorreu uma queda
abrupta, pois as ovelhas estavam em anestro sazonal, sendo que,
provavelmente, a P, dosada pelos autores era proveniente do cortex da

adrenal. Os resultados também estao de acordo com o observado por Barret et
al. (2004) que, ao final do tratamento por doze dias com esponjas impregnadas

com MAP, obtiveram concentragdes séricas de progesterona entre 0 e 1ng/mL.

4.2.3 Detecgao do Estro

No total, 97,56% dos animais apresentaram estro. Ndo houve diferenca
(P>0,05) entre os grupos de tratamento: 100% (20/20) dos animais

apresentaramestrono T € 95,24% (20/21)no T

controle GnRH*

O resultado deste estudo estda de acordo com o obtido por outros
autores. Segundo Knights et al. (2001) o periodo minimo de exposigao a
progesterona necessario para induzir o comportamento de estro varia de 3 a 5
dias. Assim, o periodo de exposi¢cao a progesterona utilizado no presente
estudo, de 6 dias, foi suficiente para induzir o comportamento estral. Luther et
al. (2007) utilizaram 30mg de fluorogestona por 12 dias associada a 400Ul de
eCG e obtiveram 100% dos animais em estro. Os mesmos autores quando
utilizaram um tratamento de norgestomet por 14 dias associado a eCG e GnRH
36 horas apos e retirada do implante obtiveram 94,1% dos animais em estro,
resultado que, conforme o presente estudo, também né&o diferiu de quando
utilizado o progestageno acrescido apenas de eCG (86,7%). Em 2005, Ucar e
colaboradores utilizaram 30mg do progestageno cronolone por 14 dias
associado a 600Ul de eCG e observaram 100% dos animais em estro. Zeleke
et al. (2005) obtiveram 98,3% de ovelhas da ragca Dorper em estro apds
sincronizagao com progestageno por 14 dias e eCG aplicada 24 horas antes da
remocgao do implante. Simonetti et al. (1999) trataram 300 ovelhas da raca
Merino, dentre jovens e adultas, com esponja impregnada com 60mg de MAP
por 14 dias, na retirada da esponja aplicaram 375Ul de eCG e expuseram as

ovelhas ao macho durante 96 horas, avaliando-as a cada quatro horas para
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observacao do estro. A reposta de estro ocorreu em 92,93% dos animais.
Boscos et al., (2002) demonstraram que 52,9% dos animais que apresentavam
atividade ovariana prévia, apresentaram estro em resposta a doze dias de
tratamento progestageno. Assim, parece que a duragdo do tratamento
progestageno nao exerce influéncia na porcentagem de animais em estro, e
tanto tratamentos progestagens longos como curtos inibem o eixo
hipotalamico-hipofisario gonadal, de forma que, na retirada do progestageno
resultam em uma alta procentagem de animais apresentando estro.

No atual experimento, ambos os protocolos resultaram numa
sincronizagao eficiente, uma vez que, 70,7% (29/41) dos animais apresentaram

estro até 24 horas ap0ds a retirada da esponja (Figura 3).

100 -~
80 - ® Controle
70.7 m GnRH
| Total

Animais em estro (%)

12 24 36 60 sem estro
Intervalo para o estro (horas)

Figura 3 Porcentagem de animais, submetidos a monta natural, apresentando
estro 12, 24, 36 e 60 horas ap0s a retirada da esponja, bem como porcentagem

de animais que nao apresentaram estro nos dois grupos de tratamento.

Este resultado mostrou-se superior ao obtido em outros estudos. Vifoles
et al. (2001) verificaram que até 144h apds a retirada da esponja, 79% dos
animais haviam apresentado estro mediante tratamento com 6 dias de MAP e

200Ul de eCG. No estudo de Knights et al. (2001), com ovelhas em anestro, o
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tratamento com CIDR por 5 dias resultou em apenas 9% dos animais em estro
nas primeiras 24 horas apos a retirada da esponja, entretanto a porcentagem
cumulativa de 77% até as 72 horas foi considerada satisfatéria. Simonetti et al.
(1999) observaram uma taxa de 58% dos animais em estro entre 46-50 horas,
ap6s tratamento com MAP por 14 dias, e consideraram uma boa taxa de
sincronizacao.

O inicio do estro ocorreu pela manha (24 horas apds retirada da
esponja) em 70,7% (29/41) dos animais e no final da tarde (12, 36 e 60 horas
apos retirada da esponja) em 26,8% (11/41) dos animais, resultado que difere
em parte do estudo de Knights et al. (2001) em que 48% dos animais
apresentaram estro pela manha (48 horas apés a retirada do implante) e 19%
apresentaram estro no final da tarde (72 horas).

A diferengca entre os resultados obtidos no presente estudo e os
observados na literatura pode ser atribuida a raca, idade ou localizagao
geografica do estudo, que podem influenciar a resposta do estro
(EVANS;MAXWELL, 1986; GORDON, 1997) e ao prévio isolamento das
fémeas realizado no presente estudo. Segundo Ungerfeld e Rubianes (1999) a
introducado repentina do macho em um rebanho de ovelhas previamente
isoladas encurta o intervalo para o estro, pois promove um aumento na
frequéncia dos pulsos de LH, o que estimula o crescimento folicular e a
secrecao de estrégenos.

No presente estudo apenas 2,44% (1/41) das ovelhas ndo apresentaram
estro. Na figura 3 é o representante da classe “sem estro”, esta ovelha foi
excluida das analises de intervalo para o estro e duracdo de estro. Assim, a
resposta “deteccédo do estro” foi calculada sobre um total de 41 animais e as
respostas “intervalo para o estro” e “duracdo do estro” foram calculadas sobre

um total de 40, pois a ovelha que ndo apresentou estro foi retirada.

4.2.3.1 Intervalo da retirada da esponja ao inicio do estro

O intervalo da retirada da esponja ao inicio de estro (IE) foi similar
(P>0,05) nos animais submetidos a monta natural entre os grupos de
tratamento e raga (Santa Inés e mestigas Dorper). O IE do grupo tratado com

GnRH foi 29,85 * 6,98 horas (variagado aproximada de 1-1,5 dias) e o do grupo
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controle foi 32,95 £ 7,49 horas (variagdo aproximada de 1-1,5 dias) (Tabela 8).

Tabela 8 Intervalo em horas entre a retirada da esponja e o inicio do estro em
ovelhas tratadas com implante de progestageno por seis dias, associado
(Tgnre) OU N&O (T, 0e) @ @administragdo de GnRH (média + d.p.)

Racas
Tratamento Mesticas (n) Santa Inés (n) Total (n)
T controle 29,50 £ 0,43 (6) 34,43 +8,61(14) 32,95+ 7,49 (20)
Tonrn 29,50 + 0,39 (7) 30,04 +8,78 (13) 29,85 + 6,98 (20)
Total 29,50+ 0,00 (13) 32,31 +8,81(27) 31,40 +£7,32 (40)

Nao houve diferenga entre os tratamentos (P>0,05) pelo teste SNK.

O mesmo resultado foi encontrado por Pierson et al. (2003) que nao
observaram diferenga no IE em cabras tratadas (39,3 + 3,76 horas) e néo
tratadas (45,7 = 4,35 horas) com GnRH 24 horas apds a remogao do
progestageno, embora tenha ocorrido no estudo uma antecipagdo do pico de
LH. Em outro estudo feito durante o anestro de ovelhas da ragca Awassi na
Jordania, Husein e Krildi (2003) observaram IE de 44,3 + 5,1 horas apds
tratamento com esponja de 60 mg de MAP por quatro dias, seguido de GnRH

(100ug de cistorelina) e prostaglandina (20mg PGF,a). Provavelmente o maior

intervalo observado no estudo de Husein e Krildi esta relacionado ao fato de ter
sido feito quando as ovelhas apresentavam anestro sazonal.

Os valores minimo e maximo para o |IE foram respectivamente, 13,5 a
65,1 horas (aproximadamente 1-3 dias). Este intervalo € semelhante ao
observado por outros autores. Barret et al. (2004) num estudo com ovelhas

Western White Face tratadas com 12 dias de P, e 500Ul de eCG durante a

estacao reprodutiva obtiveram intervalo entre a remog&o da esponja e o estro
de 62,4 horas (2,6 = 0,2 dias). Ainda, Zeleke et al. (2005) trabalhando com
ovelhas da raca Dorper durante o periodo de transicdo para o anestro na Africa
do Sul, obtiveram IE de 39,5 £ 1,21 horas com protocolo de 14 dias de
progestageno associado a 300Ul de eCG 24 horas antes da remogao do
implante. Utilizando MAP também por 14 dias e, na retirada da esponja, 375Ul
de eCG Simonetti et al. (1999) observaram que o IE variou de 26 a 68 horas

com média de 46,88 + 11,78 horas. Adicionalmente, Husein et al. (1998)
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utilizaram esponja impregnada com 750mg de progesterona durante 12 dias e
500Ul de eCG e observaram IE de 31,0 + 2,0 horas.

Flynn et al. (2000) observaram IE de 3,0 + 0,5 dias em ovelhas
sincronizadas por 14 dias com trés esponjas colocadas e tiradas uma a uma a
cada cinco dias. Em comparacgao ao presente estudo (13,5 a 65,1 horas ou 1 a
3 dias), este intervalo € mais longo, pois os autores nao utilizaram eCG. A
administragdo de eCG no momento da retirada da esponja antecipa a
ocorréncia do estro em ovelhas (HUSEIN et al., 1998). Tratamentos com baixas
doses de eCG aumentam significativamente a esteroidogénese dos foliculos
antrais (BARRET et al., 2004). Isso explica o menor intervalo para o estro no
presente estudo, uma vez que, o estro é induzido, basicamente, pelo efeito do
estrogénio no sistema nervoso central. Quando o hipotalamo €& previamente
exposto a progesterona, baixissimas concentragdes séricas de 173-estradiol
(15 pg/ml) sdo capazes de induzir a receptividade sexual (ROBERTSON,
1977). A progesterona exerce um priming sobre os centros comportamentais
do cérebro, de forma que o comportamento de estro sera induzido pelo
aumento posterior dos estrégenos (RUBIANES, 2000a), o que é conseguido

pela insercao do implante de progestageno seguido da administragcéo de eCG.

4.2.3.2 Duragao do estro

A duracdo do estro (DE) n&o variou (P>0,05) entre os grupos T,

(31,55 £ 10,45 horas) e T (37,45 £ 9,01 horas) (Tabela 9).

controle

Tabela 9 Duragcdo do estro (horas) em ovelhas tratadas com implante de
progestageno por seis dias, associado ou ndo a administracdo de GnRH
(média £ d.p.)

Duracgao do Estro (h)

Tratamento Dorper (n) Santa Inés (n) Total (n)

T controle 36,00 + 7,59 (6) 38,07 + 9,75 (14) 37,45 £ 9,01 (20)
Tenr 34,28 + 4,53 (7) 30,08 + 12,49 (13) 31,55 £ 10,45 (20)
Total 35,08 £ 5,92 (13) 34,22 + 11,67 (27) 34,50 + 10,08 (40)

Nao houve diferenca entre os tratamentos (P>0,05) pelo teste SNK.
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Este resultado era esperado, uma vez que, a dosagem de eCG foi a
mesma para os dois grupos, e o efeito deste horménio se sobrepde ao efeito
do GnRH no que diz respeito a duracao do estro. Ja foi demonstrado por Ucar
et al. (2005) que a receptividade das fémeas aos machos & maior (P<0,05)
quando os animais sao tratados com eCG (33,14 £ 7,71 horas com eCG vs
39,75 £ 3,81 horas sem eCGQG).

Os valores minimo e maximo da DE foram respectivamente, 12 e 53
horas. Este resultado se assemelha ao encontrado por Mobini (2002) que
relatou que, na ovelha, o estro pode variar de 15 a 45 horas (média de 30).
Entretanto diferiu de Robertson (1977), que considera que o intervalo médio de
receptividade sexual é de 24 a 30 horas. De acordo com Gonzalez (2002), de
forma geral, este periodo tem duracéo de 24 a 48 horas, podendo variar com a
raca e a taxa de ovulagao. Isto pode explicar a menor DE (18,7 + 1,7 horas)
observada por Zeleke et al. (2005) em ovelhas da raga Dorper. Estas
receberam implante de progestageno por 14 dias e 300Ul de eCG 24 horas
antes da remocao do implante, durante o periodo de transicdo para o anestro
na Africa do Sul.

4.2.4 Taxas de concepgao

As taxas de concepgédo foram similares (P>0,05) entre os grupos de
tratamento e entre os métodos de acasalamento. Este resultado concorda com
o obtido por Reyna et al. (2007), que concluiram que embora a aplicagao do
GnRH 36 horas apds a emogao da esponja tenha melhorado a sincronizagao
da ovulacdo, nao exerceu efeito algum sobre as taxas de concepgdo. As taxas

podem ser observadas na Tabela 10.

Tabela 10 Taxas de concepgédo através da monta natural (MN) ou inseminagéo
artificial laparoscopica (IALP) em ovelhas da raca Santa Inés e mesticas Dorper

submetidas a sincronizagdo do estro associada (Tg ) ou ndo (T ) @
administragcao de GnRH

Teonroie () Tanrn (N) Total (n)
Monta Natural 65,0% (13/20) 45,0% (9/20) 55,0% (22/40)
IALP 40,0% (4/10) 35,7% (5/14) 37,5% (9/24)
Total 57,0% (17/30) 41,0% (14/34) 48,0% (31/64)

Nao houve diferenga entre os tratamentos (P>0,05) pelo teste SNK.
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No presente estudo a taxa de concepg¢ao média alcancada com a monta
natural em ambos os tratamentos foi de 55,00%. Este resultado é semelhante
ao observado por diversos autores. Vifioles et al. (2001) observaram, em
ovelhas ciclicas, taxas de gestacdo de 58% com monta natural apds
sincronizagdo com esponja de 60mg de MAP por seis dias e 200Ul de eCG.
Quando os autores nao utilizaram a eCG, obtiveram uma maior taxa de
gestacdo (87%). Eles associaram o pior resultado ao desenvolvimento de
cistos foliculares, observados por ultra-sonografia, nos animais tratados com

eCG quando as concentragdes de P, ainda estavam altas e concluiram que a

eCG exerceu um efeito deletério em combinagao aos tratamentos curtos com
MAP, esta situagdo nao se repetiu no presente experimento. Knights et al.
(2001) utilizaram CIDR® por cinco dias em 257 ovelhas em anestro e
observaram taxa gestacdo de 53% apdés monta natural. Dixon et al.(2006)
avaliaram a performance reprodutiva em resposta a sincronizagdo do estro
durante a estacao reprodutiva. Estes autores utilizaram um implante (CIDR®)

por cinco dias em combinagdo com 5mg de PGF,a (lutalyse®), que foi

administrada um dia antes da retirada do implante- A taxa de gestagcao no
primeiro periodo de servigo foi 56,6%.

Entretanto, os mesmos resultados diferem de outros estudos. Em
experimento com ovelhas rabo largo no Ird, Shahneh et al. (2006) observaram,
durante o anestro, que sete dias de tratamento com progesterona (CIDR)
associado a 600Ul eCG, resultou em taxa de gestagdao de 70,0 + 4,8%. Em
trabalho com ovelhas no final do anestro estacional Ungerfeld e Rubianes
(1999) obtiveram taxa de concepgao de 66,7% apos tratamento por seis dias
com MAP e 400Ul de eCG seguido de monta natural. Knights et al. (2001)
demonstraram que o pré-tratamento com progesterona por cinco dias antes da
introducdo do macho é suficiente para induzir o estro de ovelhas em anestro e
aumentar as taxas de gestacdo de 20% para 77%. Greyling et al. (1994),
verificaram a eficiéncia de esponja com 60mg de MAP por 14 dias associada a
300Ul eCG no momento da retirada da esponja e a taxa de concepgao apos
monta natural foi 75,0%. Prosperi et al. (2003) avaliaram a utilizagdo de
esponjas intra-vaginais impregnadas com 60mg de MAP por seis dias

associada a aplicacdo de 250Ul de eCG em cabras Saanen nuliparas.
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Obtiveram taxa de gestacao de 100% (n=16), mostrando a eficacia da indug¢ao
do estro em protocolos curtos em caprinos.

A taxa de gestacdo obtida com a inseminacao artificial laparoscopica
(IALP) com sémen fresco foi de 37,5% (9/24), resultado inferior ao da literatura.
Luther et al. (2007) trabalhando com ovelhas Hampshire e Montadale
obtiveram taxas de gestacdo de 55,9% apos IALP com sémen congelado e
sincronizagdao com norgestomet por 14 dias, 400Ul de eCG e uma dose de
GnRH 36 horas apos a remogédo do implante. Em um segundo estudo com
ovelhas Hampshire, Columbia e Suffolk, os mesmos autores utilizaram 30mg
de fluorogestona associada a 400Ul de eCG e a taxa de gestacao foi de 66,7%.
Lucidi et al. (2001) utilizando protocolo de 12 dias de FGA, 500 Ul de eCG e
125ug de d-cloprostenol e inseminagdo com sémen congelado 60 horas apos
remogao da esponja obtiveram taxa de gestacédo de 53,3%. Os resultados da
IA do presente estudo se assemelham aos obtidos com IA transcervical por
Barbas et al. (2003) cuja taxa de gestacao obtida foi de 39,62%. Bicudo et al.
(2002), empregaram o CIDR®durante 14 dias em associagao a 500 Ul de eCG
na sincronizagdo do estro de ovelhas durante a estacdo reprodutiva. Os
autores realizaram IA cervical com sémen fresco e observaram taxa de
concepgao de 47,8%. A disparidade na taxa de gestagcado observada entre os
estudos pode ser devida a variacdo na qualidade seminal (SALAMON;
MAXWELL, 1995) ou a raca dos animais (FAIR et al., 2005).

A taxa de gestagao total do presente estudo teve influéncia da IALP.
Possivelmente o resultado (35,7%) com a IALP, ocorreu devido ao momento
em que a IA foi realizada ap0és a retirada da esponja (53,65 + 1,10 horas).

No presente estudo, a média do intervalo entre a retirada da esponja e a
IA (63,65 = 1,10 horas) foi muito préxima ao momento da ovulagdo, que
ocorreu em meédia 58,72 + 3,43 horas apos a retirada do implante. Isto pode ter
contribuido na fertilidade do grupo inseminado (35,7%), uma vez que, 0 sémen
fresco precisa ficar algumas horas no trato genital feminino, para que ocorra a
capacitagao espermatica (GHANG, 1984; COHEN et al., 2004; BREITBART et
al., 2005) e, portanto, para que os espermatozoéides estejam aptos a fertilizar o
odcito, que tem um tempo mais reduzido de viabilidade. De acordo com Chang
(1951), em um artigo publicado na revista Nature, este tempo varia de 20 a 30

horas em ovinos. Desta forma, quando os espermatozoides estavam aptos
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para a fertilizacdo, provavelmente o odcito estava envelhecido, determinando
assim uma menor fertilidade.

Segundo Maxwell et al. (1983)" apud Gordon (1997), existe uma relagdo
entre a fertilidade e o momento da |A intrauterina. Utilizando-se sémen fresco
podem ser conseguidas taxas de fertilidade de 97% quando o intervalo entre a
retirada da esponja e a |IA é de 48 horas. Com sémen congelado, a IA deve ser
realizada de 48 a 55 horas apds a retirada do implante. Intervalo este que
corresponde ao intervalo entre a retirada da esponja e a ovulagdo encontrado
no presente estudo (58,72 + 3,43 horas). O maior intervalo entre a retirada da
esponja e a IA com sémen congelado, ou seja, a realizagdo da IA mais proximo
da ovulagao, se deve ao fato do processo de criopreservacao induzir alteragées
na membrana do espermatozdide funcionalmente equivalentes aquelas
induzidas pelo processo de capacitagdo (GILLAN et al., 1997), ndo sendo
necessario que os espermatozoides fiquem algumas horas no trato genital
feminino antes de encontrar o odcito. Gillan et al. (1997) demonstraram que o
sémen congelado apresentou 65,9% dos espermatozoides capacitados
enquanto o sémen fresco tinha apenas 54% apds incubacio por seis horas a
37°C. Assim, de acordo com o estudo de Luther et al. (2007), o intervalo para a
IA de 53,65 = 1,10 horas, utilizado neste estudo, seria mais apropriado para
inseminagao com sémen congelado.

Por fim, o sucesso da fertilizagao depende da hora em que é realizada a
IA, ou do momento relativo a ovulagdo, assim o controle desses fatores pode

melhorar as taxas de gestacgao.

10 MAXELL, W.M.C.; BUTLER, L.G.; WILSON, H.R. Fertility after intra-uterine insemination
with frozen ram semen. Proceedings of the 15" Annual Conference of the Australian Society for
Reproduction Biology p.92, 1983.
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5 CONCLUSOES

Os resultados do presente estudo permitem concluir que:

» O uso de esponja impregnada com 60 mg de acetato de
medroxiprogesterona por seis dias associados a 300Ul de eCG e
30ug de prostaglandina F2a, induz e sincroniza o estro em
ovelhas, independentemente da aplicacdo de 25ug de GnRH 24

horas ap6s a remocao da esponja;

> A utilizacdo de 25ug de GnRH 24 horas apds a remocao da
esponja n&o altera a taxa de concepgéo.
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7 ANEXOS

ANEXO 1 Paradmetros climatolégicos avaliados durante o periodo do
experimento

Periodo Temperatura Temperatura Temperatura Precipitaggao Umidade
do Ar** (°C) Maxima (°C) Minima (°C) Pluviométrica Relativa
(mm?®ltimas do Ar(%)
24h)
12/jan 26 32 22 0 nao tem
13/jan 27 33 22 0 nao tem
14/jan 27 33 22 0 75
15/jan 27 33 22 0 65
16/jan 26 34 22 0 65
17/jan 27 33 21 0 65
18/jan 28 33 22 n3o tem 65
19/jan 27 33 21 0 70
20/jan 27 33 22 0 65
21/jan 27 34 22 0 65
22/jan 29 35 22 0 65
23/jan 29 36 21 0 60
24/jan 30 36 23 0 65
25/jan 29 37 24 0 65
26/jan 30 38 25 0 70
27/jan 27 36 24 40.9 80
28/jan 25 33 22 27.8 85
29/jan 26 nao tem nao tem nao tem nao tem
30/jan 26 32 22 nao tem 80
31/jan 29 néo tem 24 0 nao tem
1/fev 26 33 22 3.2 80
2/fev 26 30 23 0 85

3/fev 27 33 22 0 75
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ANEXO 2 Parametros avaliados para determinacao do escore da condi¢ao

corporal
Escore Espinha dorsal 132 Costela Garupa
1 Proeminente e O final é pontiagudo e facil Fina, a superficie tende
pontuda sentir os espagos entre, sobre  a ser cOncava
e envolta das costelas
2 Proeminente Final macio e arredondado; Razoavelmente
mas macia pode-se sentir os espacos profunda com a
entre, sobre e envolta das superficie tendendo a
costelas amaciados ser plana
3 Pode ser sentida Final arredondado e com boa Repleta e arredondada
mas macia e cobertura, uma pressao firme é
arredondada necessaria para sentir os
espacos entre e abaixo das
costelas
4 Detectavel com Com presséao firme as costelas Repleta e com uma
pressao podem ser sentidas camada de cobertura
individualmente de gordura
5 Pode ser sentida Nao podem ser sentidas, nem O musculo ndo pode

com pressao
firme

mesmo com firme pressao

ser sentido devido a
uma espessa camada
de gordura

Fonte: Suiter, 2004.
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ANEXO 3 Dados das avaliagdes de peso e escore da condicdo corporal das

ovelhas antes do experimento

OVELHA ESCORE PESO (KG)

WWWMNMNMNMNMNDMNMNMNMNN A A A A A A A A a aa
PANOODVIORWD2OPPOIDARRWNLOOOPROIOOWN = =

2,75
3,00
3,25
2,75
3,00
3,50
3,75
2,75
2,75
3,25
3,75
4,00
3,25
3,25
3,75
3,25
3,25
3,50
2,75
3,75
2,75
3,75
3,75
3,00
3,25
2,50
3,50
2,75
3,00
3,50
2,75
3,00
3,25

41,5

42,0

49,0
45,0

39,5

41,7

42,2
48,1

30,5

33,3
30,5
34,5
43,3
40,6
36,6
39,0
30,4
38,0
32,2
33,6
37,3

OVELHA ESCORE PESO (Kg)

40
41
43
45
46
47
49
60
63
64
65
66
69
70
71
82
86
142
153
d11
d16
d25
d26
d28
d41
d43
d46
d48
d48b
d49
d63
dgigante
sb/38

3,75
2,75
2,50
2,50
3,25
3,50
2,75
3,00
3,25
3,50
3,00
3,00
3,00
3,25
3,25
3,00
2,50
3,25
2,75
2,75
3,25
2,25
3,50
3,75
4,00
4,00
3,75
4,50
4,50
3,75
3,00
5,00
3,25

45,0
32,5
38,1
39,0
34,5
35,5
438
52,0
40,8
44,4
53,0
36,7
34,3
41,0
37,7

56,90
55,00
39,00
44,00
46,30
51,30
44,00
30,50
65,00
53,60
39,00
30,80
79,40
29,0




ANEXO 4 Férmula do concentrado oferecido as ovelhas
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Componente Percentual Quantidade
PGP - D'AVITA 17% 50Kg
Milho Moido 20% 60Kg
Trigo 30% 90Kg
Soja / Algodao 17% 50Kg
Cevada / Refinazil 11% 33Kg
Sal Mineral 3% 9Kg
Sal Mossoré 1% 3Kg
Calcario 1% 3Kg
Uréia Até 1% 2Kg
TOTAL 100% 300Kg

ANEXO 5 Composig¢ao do sal mineral oferecido as ovelhas

Composicao / Kg

MACRONUTRIENTES

Calcio % 135
Fosforo % 7,5
Saodio (g/Kg) 158
Magnésio (g/Kg) 8
Enxofre (g/Kg) 6
Potassio (g/Kg) 0
MICRONUTRIENTES
Cobalto (mg/Kg) 60
Cobre (mg/Kg) -
lodo (mg/Kg) 60
Manganés (mg/Kg) 2500
Selénio (mg/Kg) 15
Zinco (mg/Kg) 3000
Ferro (mg/Kg) 3.500
VITAMINAS
Vitamina A (UI/Kg) 250000
Vitamina D (UI/Kg) 100000
Vitamina E (UI/Kg) 500
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ANEXO 6 Fichas de coleta de sémen dos carneiros e de controle da

inseminagao

FICHA PARA AVALIAGAO DE SEMEN
Animal Data
Responsavel Hora

N° de Montas

Ejaculado N°

Volume (ml)

Motilidade (%)

Coloragao

Vigor (0-5)

Turbilhonamento (0-5)

CONCENTRAGAO

+ =

12 = X =

108

Ne- total de SPTZ =

Ne- total de SPTZ mdveis =

x 108
x 108

Concentragao utilizada

Ne- total de SPTZ moéveis

Numero de doses =

Volume de sémen =

Volume de diluidor =

Taxa de diluicao =

Concentracéo utilizada

Diluidor utilizado

Ovelha — numero

OVELHAS INSEMINADAS

Horario Local

Observacgoes




ANEXO 7 Ficha para controle da ovulagéo

NUMERO ANIMAL:

Ovario esquerdo

Ovario direito

110

Data: Data:
Hora: Hora:
Data: Data:
Hora: Hora:
Data: Data:
Hora: Hora:
Data: Data:
Hora: Hora:
Data: Data:
Hora: Hora:
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ANEXO 8 Férmula do diluente utilizado para diluicio do sémen e
procedimentos do preparo

Ingredientes Quantidades
) Tris 3,6349g

II) Frutose 0,509

1) Acido citrico 1,999

IV) Gema de ovo 14ml

V) Agua destilada, deionizada e q.s.p. 100ml
autoclavada

Procedimentos

- Mistura-se os ingredientes |, Il e Ill com cerca de 70 ml do ingrediente V;

- Acrescentam-se a mistura o ingrediente IV

- Completa-se o volume para 100 ml com o ingrediente V

- Apds a homogeneizacéo, distribui-se a solugdo em tubos plasticos estéreis de
50 ml, e armazena-os congelados até sua utilizagdo, no maximo em 30 dias.

Fonte: EVANS; MAXWELL, 1987.



ANEXO 9 Ficha para controle das inseminagdes e coberturas
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DATA

ANIMAL

MACHO

HORARIO

OBS




ANEXO 10 Dosagens de progesterona (ng/ml) de todas as ovelhas
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Ovelhas 1 5 6 8 10 13 16 20 21 24 26 27 29
Dia 1 04 | 015 | 72 | 433 | 74 | 045 833 | 058 | 043 | 713 | 7,97 | 0,12 | 1,39
Dia 2 6,5 | 0,75 | 0,34 | 232 | 0,33 | 0,09 | 0,26 | 0,41 | 596 | 7,73 | 0,41 | 0,07 | 0,49
Dia 3 035 | 0,25 | 0,26 | 0,47 | 0,38 | 0,32 | 0,52 | 0,30 | 0,36 | 1,95 | 0,177 | 0,07 | 0,29
Dia 4 0,14 | 0,09 | 0,27 | 0,22 | 0,29 | 0,33 | 0,20 | 0,30 | 0,34 | 0,36 | 0,42 | 0,24 | 0,23
Dia 5 035 | 032 | 085 | 0,37 | 0,44 | 1,07 | 0,23 | 0,30 | 0,27 | 0,30 | 0,28 | 0,14 | 0,49
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