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RESUMO

INFLUENCIA DO GENOTIPO NO GENE GDF-9 E DO PERIODO DO ANO
SOBRE A DINAMICA FOLICULAR EM OVELHAS SANTA INES

Carolle Vieira Muterllel, Jairo Pereira Nevesl, Bianca Damiani Marques Silva'?

'Faculdade de Agronomia e Veterinaria - UnB, Brasilia-DF, 2 Embrapa Recursos

Genéticos e Biotecnologia, Brasilia-DF.

Este estudo teve como objetivo caracterizar a dindmica folicular em ovelhas da raga
Santa Inés sob a influéncia de diferentes gendtipos do gene GDF-9, homozigotas
mutantes (EE), heterozigotas (EW) e homozigotas selvagens (WW) para a mutacao
FecG" no desenvolvimento folicular e luteal do ciclo estral. Além, de avaliar dois
diferentes periodos no ano no Distrito Federal. Ovelhas Santa Inés (n=26), sendo 10
ovelhas WW, 11 EW e 5 EE foram sincronizadas com duas doses de PGF2a
(Veteglan Luteolitico, 0,5 mL via intramuscular, 37,5 nug de D+cloprostenol) com
intervalos de 7 dias entre as doses. Apds 48 horas a segunda dose foi iniciado o
acompanhamento diario com ultrassom (US-MyLab™30Gold, Esaote 6 ¢ 8 MHz) e
observadas desde a primeira ovulacdo, até a ovulacdo seguinte (aproximadamente
17 dias entre as ovulagdes), segunda ovulagdo confirmada posteriormente pela
detecgdo do corpo luteo (CL) sete dias depois do desaparecimento do maior

foliculo. Foram avaliados 30 e 40 ciclos completos nos periodos de seca e chuva,



X

respectivamente. Os experimentos foram analisados por meio de Modelos Lineares
Generalizados, de modo que se aplicou um modelo de Analise de Deviance. A
duracdo do ciclo estral foi maior (P<0,05) no periodo de seca, com média de 17,27
+ 0,79 contra 16,78 + 0,98 dias no periodo de chuva. A fase lutea foi maior no
periodo de seca (P<0,05). As ovelhas apresentaram um padrdo de 3 e 4 ondas
foliculares. A frequéncia de ovulagdo foi maior na época de chuva (P<0,05),
comparada a seca. Também foi observado que ovelhas do genotipo recessivo EE
apresentavam maior frequéncia de ovulagdo comparada aos outros gendtipos
(P<0,05). As observacdes revelaram que houve uma maior frequéncia de ovulagao
(P<0,5) no ovario esquerdo (P<0,05). As médias dos didmetros dos foliculos
ovulatorios na seca foram maiores (P<0,05). Também foram maiores (P<0,05) as
médias do didmetro dos foliculos ovulatorios em ovelhas de gendtipo WW. A
média da populagdo folicular de foliculos pequenos foi maior (P<0,05) durante a
seca. Em ovelhas de 3 ondas foi observado na segunda e terceira ondas uma fase de
crescimento maior (P<0,05) durante a seca. Com relacdo ao genotipo, 0 mesmo
aconteceu na terceira onda em ovelhas WW (P<0,05). O didmetro maximo
folicular, em ovelhas de 3 ondas, foi maior (P<0,05) na primeira e terceira ondas,
nas ovelhas WW. Em ovelhas de 4 ondas, foi observado um maior diametro
(p<0,05) na quarta onda, em ovelhas de genotipo WW. Esta observagdo ocorreu
somente no periodo de chuva. O volume total dos CLs provenientes de ovulagao
simples foi maior (P<0,05), comparados aos CLs de maultiplas ovulagdes. O
diametro folicular foi maior (P<0,05) em ovulagdes simples. Conclui-se que os
animais homozigotas mutantes (EE) sdo mais prolifico que os demais (EW e WW),

e na época de chuva o efeito de ovulacdes multiplas ¢ mais frequente.

Palavras chave: dinamica folicular, ovulagcdo, ovelha Santa Inés, prolificidade,

ultrassonografia.



ABSTRACT

GDF-9 GENE AND THE SEASON INFLUENCE ON THE FOLLICULAR
DYNAMICS IN SANTA INES SHEEP

Carolle Vieira Muterllel, Jairo Pereira Nevesl, Bianca Damiani Marques Silva'?

'School of Agronomy and Veterinary Medicine - UnB, DF, > Embrapa Genetic

Resources and Biotechnology

This study aimed to characterize follicular dynamics in Santa Ines sheep under the
influence of different genotypes of the GDF-9 gene, homozygous mutant (EE),
heterozygous (EW) and wild homozygous (WW) for FecG" mutation in follicular
development and luteal phase of the estrous cycle. In addition, to evaluate two
different periods of the year in the Federal District. Santa Inés ewes (n = 26), WW
(n=10), EW (n=11) and EE (n=5) were synchronized with two PGF2a with 7 days
intervals between doses. At 48 hours after the second dose ultrasound (US-
MyLab™30Gold, Esaote 6-8 MHz) was observed daily from the first ovulation
until the next ovulation (approximately 17 days between ovulations). The second
ovulation was confirmed later by detection of corpora lutea (CL), seven days after

the disappearance of the largest follicle. A total of 30 and 40 complete cycles were
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evaluated in periods of drought and rainfall, respectively. The experiments were
analyzed by Generalized Linear Models. The duration of the estrous cycle was
greater (P<0.05) in the dry season, averaging 17.274+0.79 versus 16.78+0.98 days in
the rain. The luteal phase was higher in the dry season (P<0.05). The sheep had a
pattern of 3 and 4 follicular waves. The ovulation rate was higher in the rainy
season (P<0.05) compared to dry. It was also observed that recessive
genotype sheep (EE) had a higher ovulation frequency compared to other genotypes
(P<0.05). The observations revealed that there was an increased in the ovulation
rate (P<0.05) in the left ovary (P<0.05). The average diameters of the dry ovulatory
follicles and the mean diameter of the follicles in ovulatory sheep genotype WW
were higher (P<0.05) when compared to rainy season or to the other genotypes. The
mean follicular population of small follicles was higher (P<0.05) during drought. In
the 3 folicular waves sheep it was observed in the second and third waves a higher
growth phase (P<0.05) during the drought. The same happened in the third wave in
WW sheep (P<0.05) compared to the others genotypes. The maximum follicular
diameter of 3 waves sheep was higher (P<0.05) in the first and third waves in sheep
WW. In 4 waves sheep, there was a greater diameter (p<<0.05) in the fourth wave
in WW genotype. This observation occurred only during the rainy season. The
total CLs volume from a single ovulation was higher (P<0.05) compared to CL
from multiple ovulations. Follicular diameter was greater (P<0.05) in single
ovulations. We conclude that the homozygous mutant animals (EE) are more
prolific than others (EW and WW), and in the rainy season the occurance of

multiple ovulations is more frequent.

Keywords: Follicular dynamics, ovulation, Santa Ines sheep, prolificacy,

ultrasonography.
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CAPITULO 1



1 INTRODUCAO

A ovinocultura esta presente em praticamente todos os continentes € a ampla
difusdo da espécie se deve principalmente ao seu poder de adaptagdo a diferentes
climas, relevos e vegetagdes. A criagdo ovina pode ser destinada tanto a exploracdo
econdmica como a subsisténcia de familias em zonas rurais (Viana, 2008). Com o
passar dos anos, a adaptagdo e a distribui¢do das racas fizeram com que grupos raciais
aumentassem o periodo de atividade reprodutiva, ficando a estacionalidade
praticamente inexistente (Bicudo et al., 2009).

O rebanho ovino brasileiro foi estimado em 16.789 milhdes de cabegas em
2012 (PPM 2012, IBGE). No Brasil, o consumo per capita anual de carne de ovinos ¢
considerado baixo, cerca de 400 g/habitante/ano. No entanto, apesar do baixo
consumo médio per capita de carne ovina no Brasil, quando comparado as outras
carnes (cerca de 37 kg/habitante/ano) ou ao consumo de carne ovina em paises
desenvolvidos como na Nova Zelandia (39,7 kg/habitante/ano), a producao brasileira
nao chega a suprir metade da demanda interna, exigindo continuamente a importagao
deste produto (Agrobase 2012). Para atender a demanda do mercado interno, além de
melhorias nos sistemas de manejo, comercializagdo e abate ¢ essencial a melhora nos
indices reprodutivos. O melhoramento genético, com a identificacdo de genotipos
auxiliam no maior conhecimento dos fenomenos biologicos ligados a fisiologia da
reproducao, podendo proporcionar um incremento na eficiéncia reprodutiva e

produtiva.



A observacao de rebanhos com alta prolificidade tem sido constatada ao redor
do mundo por algum tempo. Muitos destes rebanhos foram identificados com genes
de principal efeito na taxa de ovulagdo e o numero de nascidos/parto. Algumas ragas
de ovelhas, incluindo a Santa Inés (SI), sdo naturalmente prolificas. A genética aliada
a reproducdo tem contribuido na busca de um melhor entendimento de alguns eventos
fisiolégicos ainda ndo muito claros, alguns deles proprios das peculiaridades
fisiologicas da espécie ovina, outros de conjunturas regionais e circunstancias
economicas (Bicudo et al., 2009). Os genes GDF-9 (Growth Differentiation Factor 9)
e BMP-15 (Bone Morphogenetic Protein 15) sdo responsaveis por determinar a taxa
de ovulagdo em mamiferos, e consequentemente estdo envolvidos em muitas fases da
foliculogénese. Acredita-se que estes genes sdo os fatores chave no controle local do
crescimento folicular e da determinagdo da taxa de ovulacao e fertilidade (Souza et
al., 2009; Paulini et al., 2011). Por esse motivo os loci génicos para o BMP-15 ¢
GDF9 foram denominados de Fec (Fecundidade), sendo FecX para o BMP-15
(devido a sua localizacdo no cromossomo X) e FecG para o GDF-9 (Davis et al.,
1991; Hanrahan et al., 2004).

Portanto, o estudo da foliculogénese e de genes candidatos envolvidos no
processo de ovulagdo podem ser ferramentas valiosas para o aumento da fertilidade de
rebanhos, além de incrementar a eficiéncia das biotécnicas de multiplicagdo animal e
para a melhor compreensao da dinamica folicular em ovinos. O estudo de marcadores
moleculares relacionados com a fertilidade de ovinos com histérico de elevada
incidéncia de partos duplos e triplos ja identificou genes especificos, a exemplo do
Gene Booroola (FecB). Ha relatos de que ovelhas com este genoma podem apresentar
multipla ovulagdo, de até mais de 5 foliculos (Cummins et al., 1983). O DNA dos
animais com identificacdes zootécnicas e multiplos bezerros nascidos/parto foram
submetido a andlise das sequéncias dos genes GDF-9 e BMP-15 na busca de SNPs
(Single Nucleotide Polymorphisms), em sua sequéncia codificadora, que explicassem
esse comportamento prolifico (Galloway et al., 2000; Hanrahan et al., 2004; Silva et
al., 2011). Foi identificado um novo polimorfismo no GDF-9, descrito em ovelhas
prolificas da raga naturalizada SI, o FecG" (* — Embrapa) (Silva et al, 2011). Esse
novo polimorfismo (ou mutacdo) apresenta um fenotipo inédito e distinto dos demais

SNPs ja descritos para os genes BMP-15 ¢ GDF-9, pois quando em homozigose as



ovelhas ndo apresentavam infertilidade e possuem taxa de ovulagdo aumentada em
relacdo aos animais heterozigotos e homozigotos selvagens, sem a mutagdo. Os
animais heterozigotos apresentam uma taxa de ovulagdo intermedidria entre os
genotipos homozigotos. O aumento de um corpo luteo (CL) representa um incremento
de 58% no numero de cordeiros nascidos, dados que sdo observados nas ovelhas
homozigotas mutantes quando comparadas as homozigotas selvagens (Silva et al,
2011).

A caracterizagdo da dindmica folicular em ovelhas com muta¢do FecG* pode
ajudar a explicar as caracteristicas do padrdo de crescimento folicular e secrecao de
progesterona entre ovelhas com diferentes taxas de ovulacio e ampliar o
conhecimento, auxiliando em protocolos bases, incluindo sincronizagdo de estro,
superestimulacdo ovariana e transferéncias de embrides (MOTE). Além disso,
contribuir para o melhoramento genético da raca Santa Inés, que por sua vez
representa parcela significativa do rebanho brasileiro e, portanto, tem relevancia

econdmica para a ovinocultura nacional.



1.1 Objetivo geral

Caracterizar a dinamica folicular em ovelhas ciclicas da raga Santa Inés sob

influéncia da mutagdo FecG" do gene GDF-9.

1.2 Objetivos especificos

a) Comparar a dindmica folicular em ovelhas homozigotas mutantes,
heterozigotas e homozigotas selvagens para a mutagdo FecG";

b) Avaliar o efeito de diferentes €pocas do ano, seca e chuva, na regido do
Distrito Federal, sobre a dindmica folicular em ovelhas homozigotas

mutantes, heterozigotas, homozigotas selvagens para a muta¢io FecG",



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Fisiologia reprodutiva da ovelha

A raga Santa Inés (SI), com provavel origem no estado da Bahia, estd presente
em quase todas as regides tropicais do Brasil, principalmente nas zonas semidridas do
nordeste. A SI encontra-se em fase de expansado, visto ser um dos grupos de ovinos
com maior importancia econdmica, em fun¢do do seu bom porte e adaptacdo ao
ambiente (Paiva, 2005). Estudos envolvendo a raca tem demonstrado ser uma
excelente alternativa para incrementar a producdo ovina no pais, considerando sua
capacidade reprodutiva, além de boa conformagdo de carcaga, fertilidade,
prolificidade, precocidade, rusticidade, resisténcia a parasitas gastrointestinais e
qualidade de pele, além de uma acentuada habilidade materna e boa capacidade
leiteira (Bueno et al., 20006).

Os ovinos sdo animais poliéstricos sazonais. Em ovelhas, principalmente as
localizadas em latitudes elevadas, o estimulo para a manifestacdo e/ou intensificacao
dos fendmenos reprodutivos decorre a medida que a luminosidade diminui, este
fenomeno ¢ denominado de fotoperiodo (horas luz/dia). Desta forma, a atividade
reprodutiva ¢ dividida em estacdes de anestro (inicio do inverno ao inicio do verdo),
de transi¢do (verdo) e de acasalamento (final do verdo, ao inicio do inverno). A
medida que se aproxima da Linha do Equador, com latitudes superiores a 35°, tanto
no hemisfério norte como sul, esta estacionalidade ¢ menos acentuada ou muito

restrita (Chamineau et al., 1991). Ha pouca variacdo na luminosidade diaria ao longo



do ano, assim a estacionalidade da atividade reprodutiva estd condicionada a outros
fatores, como temperatura e nutri¢do (Rocha; Amarante; Bricarello, 2004).

O anestro estacional da ovelha ¢ resultado de uma mudanca no mecanismo de
feedback por estradiol (E2), mediado pelo fotoperiodo, sendo este capaz de suprimir a
secrecao do hormonio luteinizante (LH). As mudancas de fotoperiodo sdo percebidas
pela retina, traduzidas em sinais nervosos e transmitidas a glandula pineal. A pineal
responde com a secre¢ao de melatonina que inicia imediatamente apos o inicio do
periodo de escuriddo e se mantém até o comeco do periodo de luz, criando um ritmo
circadiano de secre¢do hormonal. Durante os dias curtos (alta melatonina), o E2
controla amplitude dos pulsos de LH, mas tem pouco efeito na frequéncia dos pulsos.
Num ambiente de baixa melatonina (dias longos), o E2 ¢ um potente supressor da
frequéncia de pulsos de LH, uma a¢do exercida diretamente no hipotalamo (Moraes,
et al., 2002).

A origem geografica dos animais e a latitude na qual se encontram sdo
importantes fatores que condicionam o efeito da luz sobre a atividade reprodutiva dos
ovinos (Hafez & Hafez, 2004), uma vez que a disponibilidade da luz natural nas
regides tropicais € grande e seus valores de iluminancias sao muito altos. Contudo, a
temperatura média anual de Brasilia ¢ 21,6°C, a qual estd dentro da zona de conforto
recomendada por Baeta & Souza (1997) entre 20 e 30°C. Segundo Filho et al. (2011)
as temperaturas de 10, 15, 20 e 25 °C sao adequadas para a criacdo de borregas da
raga Santa In€s, mostrando uma zona de conforto de 25 °C, caracterizando, desta
forma, um predominio de temperaturas amenas na cidade. O tempo de insolacdo
durante o ano tem poucas variagdes. Brasilia ¢ classificada como clima Tropical de
Altitude, caracteriza-se por um periodo quente e mido, de outubro a abril, com
predominancia de céu parcialmente encoberto € um periodo seco, de maio a setembro,
com céu claro. Exibe o equindcio de outono (data 22/03) com 12 horas de insolagao,
seguido do solsticio de inverno (data 22/06) com 11 horas de luz, equinocio de
primavera (data 23/09) com 12 horas de luz e solsticio de verdo (data 22/12) com 13
horas de luz (Adaptado de Castanheira, 2002). A vista disso, a estacionalidade
reprodutiva ndo ¢ tao evidente.

A ciclicidade ¢ influenciada pelo fator raga, por exemplo, ovinos de ragas

nativas brasileiras (Santa Inés e Morada Nova) apresentam atividade reprodutiva



durante todo o ano (Fonseca, 2005), consequentemente, a produgdo de cordeiros ¢
maior nos rebanhos de ragas deslanadas por serem poliéstricas anuais e apresentarem
maiores indices de prolificidade do que as ovelhas lanadas criadas na regiao de clima
temperado (Sa e Sa, 2008).

A reprodug¢do ¢ uma das principais funcdes afetadas em situagdes de
desequilibrio nutricional. Provavelmente ¢ resultado de falhas no ajuste do balango
entre a exigéncia nutricional e disponibilidade de alimentos. Os animais se encontram
por muitas vezes em uma condicao limitada, descontinua e desequilibrada de
disponibilidade de alimentos. As variagdes estacionais das chuvas e das pastagens
determinam o estado nutricional, o qual pode ser avaliado pela condi¢do corporal
(Gonzalez-Stagnaro e Ramon, 1991). Jeffeires (1961) avaliou a distribui¢ao de tecido
adiposo ao longo da regido lombar e demonstrou a importancia da condi¢ao corporal
das ovelhas para o desempenho reprodutivo, onde a baixa condigdo corporal foi
associada ao atraso ou supressdo do estro, com baixas taxas de ovulagdes e
diminui¢do dos parametros de fertilidade (Gunn e Doney, 1979).

Nos ruminantes, o fornecimento de nutrientes influencia a fertilidade, os quais
sd0 essenciais para os processos de desenvolvimento folicular, maturagdo ovocitaria,
ovulagdo, fertilizagdo, sobrevivéncia embriondria ¢ o estabelecimento da gestacdo.
Além de atuar indiretamente nas concentragdes circulantes dos hormonios e
metabolitos sensiveis aos nutrientes que sdo requeridos para estes processos
(Robinson et al., 2006).

Efeitos adversos sobre os ovdcitos provavelmente envolvem a inibicdo do
crescimento e metabolismo das células da granulosa (Rooke et al., 2004). Outro fator
importante ¢ a fase e o tamanho especifico do foliculo, frisando que os foliculos pré-
antrais e de tamanho médio sdo os mais afetados. Assim, a subnutricdo pode reduzir o
niamero de foliculos que emergem e que estardo disponiveis para a ovulacdo
(Almeida, 2010).

Uma nutricdo adequada ¢ essencial para um bom desempenho reprodutivo e
produtivo, sendo necessario levar em consideracdo o valor nutricional do alimento
fornecido, as peculiaridades do animal, determinando o nivel de aproveitamento
nutricional. Em ruminantes ¢ importante ter a forragem como principal alimento da

dieta, pois evitam distarbios fisiologicos, além de reduzir os custos com manejo e



alimento (Van Soest, 1994). Algumas estratégias de manejo sdo propostas para
adequar a nutricdo aos periodos criticos, uma delas ¢ a silagem. A silagem
basicamente ¢ um produto originado do processo fermentativo anaerdbico do material
ensilado (Gomes et al., 2007). Uma tentativa de suprir as necessidades alimentares
dos animais nos meses de escassez, sendo fundamental para a manutengdo das

necessidades fisiologicas dos animais (Rodrigues ef al., 2004).

2.2 Ciclo Estral

O inicio da atividade reprodutiva ¢ de grande importancia para a producao
animal, principalmente no que se refere ao retorno econdomico. A puberdade da fémea
¢ estimulada pelos efeitos hormonais, definida pelo crescimento dos foliculos, pela
exterioriza¢do do estro e finalmente a ovulagdo (Sousa et al., 2008). A puberdade em
ovinos ocorre de 6 a 9 meses de idade, quando as ovelhas atingem de 50 a 70% do
peso adulto (Moraes, et al., 2002).

Durante o desenvolvimento folicular em mamiferos existe um intervalo de
tempo entre a ativagdo do crescimento dos foliculos primordiais e o seu
desenvolvimento até a ovulagdo. Entretanto, o controle exercido pelas gonadotrofinas
(LH e FSH) ocorre apenas nas ultimas etapas do desenvolvimento folicular,
representando menos de 30% do processo de foliculogénese. A fase inicial da
foliculogénese, que representa mais de 70% de todo o processo ¢ independente das
gonadotrofinas e controlada por fatores de crescimento como o GDF-9, BMP-15,
sistema IGF-GH (Insuline-like Growth Factor-Growth Hormone), entre outros
(Erickson et al., 2001). O desenvolvimento folicular ¢ um processo dindmico e
durante a foliculogénese estes fatores pardcrinos sdo essenciais para a expansao das
células do cumulus e granulosa, maturagdo oocitaria e ovulagdo (Elvin et al., 1999a;
Elvin et al., 1999b; Yoshino et al., 2006), influenciando no crescimento folicular
(Dong et al., 1996), prevencao da apoptose (Hussein et al., 2005) e agem como
moduladores de outros fatores de crescimento e hormdnios enddcrinos (Juengel ef al.,

2004). Por esse motivo os locci génicos para o BMP-15 e GDF9 foram denominados
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de Fec (Fecundidade), sendo FecX para o BMP-15 (devido a sua localizagdo no
cromossoma X) e FecG para o GDF-9 (Hanrahan et al., 2004).

Desde o inicio desta década, fatores de crescimento da familia das BMPs e
GDFs, estdao sendo apontados como agentes importantes no controle local do
crescimento folicular e da determinagao da taxa de ovulagdo ¢ fertilidade (Souza et
al., 2009; Paulini ef al., 2011). Para dar inicio ao crescimento folicular, as células da
granulosa precisam ter receptores de hormonio foliculo estimulantes (FSH) até que os
foliculos atinjam 3 mm de didmetro e com seu desenvolvimento se torna essencial, o
aumento de receptores de LH (Scaramuzzi et al., 1995). Todo esse mecanismo de
regulacdo depende de alguns fatores externos e internos. Aos fatores externos inclui-
se o fotoperiodo, os ferormdnios, a nutrigdo e o estresse. Entre os fatores internos
estdo a producao local de aminoacidos e de peptideos/hormonios proteicos, esteroides
ovarianos e outros hormoénios foliculares, tais como inibina, ativina e folistatina,
neurotransmissores € neuromoduladores e produtos uterinos (Bartlewski et al., 2011).

A atividade reprodutiva da ovelha ¢ caracterizada com o ciclo estral, o periodo
¢ compreendido entre dois estros, durante o qual ocorrem modificagdes hormonais,
um conjunto de eventos que se repetem sucessivamente. Esse periodo tem duragao de
17 £ 2 dias, podendo ter variacdes de 14 a 19 dias (Traldi, 1990). Divide-se em fase
luteal com duracao de 13 dias e fase folicular com 4 dias (Rubianes et al., 2003). Os
ciclos estrais sdo regulados por mecanismos neuroendocrinos e dependem da
interacao coordenada do sistema nervoso central por agdo do hormoénio liberador de
gonadotrofina (GnRH), que ird estimular a adenohipofise a secretar LH ¢ FSH. A
esteroidogénese inicia-se pela estimulagdo ovariana, produzindo, progesterona e
estrogenos que promovem o desenvolvimento dos foliculos e posterior ovulagao
(Chemineau et al., 2008).

O estro nas ovelhas dura de 24 a 48 horas e os seus sinais sdo pouco evidentes,
principalmente na auséncia dos carneiros. A vulva pode ficar edemaciada, ocorre
procura e aproximacao do macho, o sinal mais caracteristico ¢ deixar-se montar pelo
carneiro (Moraes et al., 2002). A ovulacao ¢ espontanea e ocorre proxima ao fim do
estro, aproximadamente 24 a 27 horas apds o inicio do estro e pode ocorrer uma ou
mais ovulagdes durante o estro, variando conforme a raga, a idade, o peso, a condi¢do

corporal e o gendtipo. Os ovécitos podem permanecer viaveis por 10 a 25 horas, estes
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fecundados entram no utero aproximadamente 72 horas ap6s a ovulagdo. O periodo de
gestacdo dura 150 dias, sendo estas fémeas dependentes da placenta apds o 50°-70°
dia, tornando-se a mesma a principal fonte de progesterona (P4). O puerpério, que
inclui involugdo uterina e restabelecimento da atividade ovariana, tem duragao de 27
dias (Jainudeen et al., 2004).

Os ovinos que apresentavam historico de elevada incidéncia de partos duplos e
triplos, foram promovidos a estudos de marcadores moleculares relacionados com a
prolificidade. O deoxyribonucleic acid (DNA) desses animais foi submetido a analise
das sequéncias dos genes GDF9 e BMPI5 na busca de SNPs em sua sequéncia
codificadora, ja que em populacdes europeias (Inverdale, Belclare, Hanna e
Cambridge) haviam sido encontrados quatro polimorfismos no gene BMP15 e um no
gene GDF9 relacionados com aumento na taxa de ovulagdo (Galloway et al., 2000;
Hanrahan et al., 2004). Portanto, pesquisadores recentemente identificaram um novo
polimorfismo no gene GDF-9, denominado de FecG" (Silva et al., 2011).

A avaliacdo do potencial de ovulagdes multiplas se torna imprescindivel para a
viabilizagdo da melhoria na produ¢do e no melhoramento animal dos rebanhos.
Pesquisas avaliaram o fendtipo sobre caracteristicas de reprodugdo em ovinos
deslanados SI no DF e observaram um indice de prolificidade de 1,27 (Quesada et al.,
2002). Pesquisadores avaliando o efeito do FecGE na prolificidade de ovelhas SI
observaram que 47,4 % dos animais apresentaram uma Unica ovulacdo e 34,4 %
apresentaram ovulagdes duplas, assim também como uma diferenga na média de crias
nascidas/parto para as ovelhas homozigoto mutante, heterozigoto e homozigoto
selvagem. Concluindo que as ovelhas que apresentavam esse polimorfismo (ou
mutacao) em homozigose possuiam taxa de ovulagdo aumentada (Silva et al., 2011).

A dinamica folicular ¢ um processo continuo de crescimento e regressao dos
foliculos antrais que permitem o desenvolvimento do foliculo pré-ovulatorio (Lucy et
al., 1992). A onda folicular ¢ definida como a emergéncia de um grupo de pequenos
foliculos antrais que cresce até chegar a fase estatica onde ird ovular (onda ovulatoria)
ou entrar em atresia (fase de regressao folicular) (Evans et al., 2000; Zieba et al.,
2002). Os ovinos apresentam um padrdo de 3 a 4 ondas foliculares, estas ondas
emergem com intervalos de 4 a 6 dias, sendo que a interagdo entre os esteroides

ovarianos ¢ as gonadotrofinas sdo responsaveis pela regulacao da dindmica folicular
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(Rubianes et al., 1997).

Segundo Menchaca et al., (2004) no minimo um foliculo por onda deve ter um
diametro > 5 mm. O maior foliculo de cada onda cresce por 5 a 7 dias, com uma taxa
de crescimento proxima de 1 mm por dia. O didmetro méaximo do maior foliculo de
uma onda difere entre as mesmas e o intervalo entre ondas ¢ menor durante o final da
fase lutea devido ao aumento da producao de progesterona. Os mesmos autores citam
que o maior foliculo no dia da luteolise € o que sera ovulado. Quando hé a ovulagao
dupla os foliculos ovulatorios emergem da mesma onda, podendo ter algumas
excegdes em que ocorrem ovulagdes de ondas distintas.

Ap6s o pico de LH e ovulagdo ha um aumento significativo na concentragdo
de FSH, um dia apds a ovulagdo, seguido por um aumento na secrecdo de estradiol
proveniente de um grupo de novos foliculos (Duggavathi ef al., 2005a; Duggavathi et
al., 2005b). O padrao de desenvolvimento folicular estd intimamente associado ao
aumento dos pulsos das concentragdes séricas de FSH (Bartlewski et al., 1999a;
Bartlewski et al., 2000; Duggavathi et al., 2003). A emergéncia da onda folicular esta
relacionada com o inicio do aumento da secrecdo de estradiol e o pico do mesmo
equivale ao final da fase de crescimento dos maiores foliculos de cada onda folicular
(Bartlewski et al., 1999a; Bartlewski et al., 2000; Duggavathi et al., 2003).

Na maioria das ragas de ovinos, no final de cada ciclo apenas um foliculo
ovula, porém, a taxa de ovulacdo entre ragas pode variar de 1 a 5 foliculos ovulados
(Notter, 2012). Nas ovulagdes multiplas, os foliculos pré-ovulatorios podem ser
oriundos da ultima e/ou penudltima onda do ciclo estral, preconizando que a
dominancia folicular é fraca ou ausente na ovelha (Bartlewski et al., 2011). Como € o
caso da raca Santa Inés considerada prolifica, pois apresenta uma taxa de ovulacao
variando entre 1,18 a 1,94 (Silva e Aratjo, 2000; Figueiredo ef al., 2007).

A populacdo folicular ovariana das ovelhas ciclicas ¢ estimada em 40.000 a
300.000 foliculos primordiais e em torno de 100 a 400 foliculos em crescimento,
destes sdao visiveis na superficie do ovario cerca de 10 a 40 foliculos (Driancourt et
al., 1991). O foliculo primordial tem seu crescimento em torno de 130 dias até a fase
pré antral precoce (~ 0,2 mm de didmetro) (Cahill ez al., 1980). No passar de mais 24
a 35 dias os foliculos atingem 0,5 mm, com aproximadamente mais 5 dias irdo atingir

2,2 mm (Turnbull et al., 1977).
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O desenvolvimento folicular pode ser observado através da ultrassonografia a
partir de 1 a 2 mm de didmetro, até a atresia ou ovulacdo, e subsequente exposi¢cdo do
corpo luteo (Schrick et al., 1993; Vinoles et al., 2004; Vinoles et al., 2010).
Anteriormente a ultrassonografia a observacao do crescimento folicular era realizado
mediante laparotomia, laparoscopia ou com materiais coletados em matadouros
(Driancourt et al., 1985). Apesar destas mostrarem o crescimento € regressao
folicular, eram técnicas bastante invasivas. Além disso, nestas avaliagdes se obtinha
apenas uma “fotografia” estatica de determinados momentos do ciclo estral € ndo uma
avaliacdo continua em tempo real dos processos. A partir dos anos 1980 (Ginther et
al., 1989; Ginther et al., 1996), com a utilizagdo da ultrassonografia em estudos da
fisiologia ovariana de ruminantes domésticos, pode-se acompanhar de modo continuo
e ndo invasivo o comportamento das estruturas ovarianas ao longo do ciclo estral.
Deste modo, houve um grande avanco no entendimento da fisiologia reprodutiva
destes animais. Os ovarios das ovelhas podem ser examinados com sucesso
utilizando-se transdutor linear transretal de 5,0 a 7,5 MHz, permitindo-se o estudo de
estruturas ovarianas, diferencia¢dao de foliculos, acompanhamento do mesmo foliculo
em observacoes diferentes e a formacao do corpo luteo (Ravindra ef al., 1994).

Foi observado em ovelhas Western White-face, com ultrassom (US) e
transdutor de 7,5 MHz, o desenvolvimento e regressdo de foliculos pequenos, médios
e grandes, € o crescimento em ondas durante o anestro estacional (Bartlewski et al.,
1998). A acurdcia da observacdo de estruturas ovarianas por ultrassonografia
transretal em ovelhas, CL e foliculos > 4 mm de didmetro, por US transretal em
ovelhas, foi demonstrado por Vinoles et al., (2004). Ao medir no minimo 4 mm de
diametro ja ¢ considerado um foliculo pré ovulatorio, o qual levara 4 dias para o seu
crescimento completo (Turnbull ef al., 1977). Atualmente varios estudos tém utilizado
o ultrassom para o acompanhamento da dinamica folicular (Contreras-Solis et al.,
2008), momento da ovulagdo em protocolos de sincronizagdo de estro (Rubianes et
al., 2003) e indugdo da ovulacdo (Reyna et al, 2007). Além da resposta
superovulatéria em protocolos de transferéncia de embrides (Rubianes et al., 1997).

Durante todos os estagios reprodutivos da ovelha, ocorrem pulsos ritmicos de
LH gerados pela secrecdo de GnRH (Karsch et al., 1997). O pico pré-ovulatorio de

LH leva a ovulagdo do foliculo pré-ovulatério e a luteinizacdo da(s) estrutura(s)
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folicular(es) restante. A descarga pré-ovulatéria de GnRH e subsequentemente de LH
e FSH, atinge um pico em aproximadamente 14 horas antes da ovulagdo. Isso so
ocorre devido a diminuigdo da progesterona ¢ aumento da secre¢do de estradiol
durante a fase final do ciclo estral, na fase folicular as concentragdes circulantes de
estradiol aumentam 3 a 4 vezes (Bartlewski et al., 1999a). O aumento continuo da
secrecao de estradiol proporciona uma quantidade maior de receptores para o LH nos
foliculos pré-ovulatérios (Rawlings & Cook, 1992).

A medida que a fase lutea progride, os corpos luteos produzem um volume
crescente de P4 até um platd que se inicia por volta do dia 6 e se mantém até a
lutedlise, induzida pela prostaglandina (PGF2a) (Pant et al., 1977). A lutedlise tem
duracdo de 2 a 3 dias e ocorre entre os dias 12 e 15 ap6s a ovulagdo (Bartlewski et al.,
2011). Segundo Gordon, (1997) a concentragdo de P4 segue o crescimento € o
desenvolvimento do corpo luteo, estando relacionada ao volume total do tecido luteal,
podendo variar devido a fatores como raca e taxa de ovulagdo. O CL ¢ formado pela
acao do LH que proporciona uma cascata de alteragdes funcionais e fenotipicas das
células da granulosa e da teca dos foliculos rompidos (Niswender et al., 2000).
Proximo ao quinto dia apds a ovulacao, o CL mede 6 a 8 mm e atinge seu maximo
didmetro (11 a 14 mm) perto do décimo dia pos-ovulagdo (Bartlewski et al., 1999b).
Neste mesmo trabalho, foi constatado que um menor tamanho de CL esta relacionado
a um maior numero de ovulagdes e a um menor tamanho dos foliculos ovulatorios.

O CL presente no ovarios pode suprimir o crescimento de foliculos com 3
mm, mas esse efeito ndo acontece com didmetros maiores e¢ também ndo tem
interferéncia sobre a proxima ovulag¢do (Bartlewski et al., 2011). Concluindo assim,
que os efeitos da progesterona sobre o crescimento dos grandes foliculos antrais sao
sistémicas e ndo locais. A diminuicao dos pulsos de GnRH ¢ importante para que
permita o aumento de FSH nas células hipofisarias, visto que ¢ necessario para
desencadear o recrutamento de novos foliculos (Karsch et al., 1988). De maneira que,
as altas concentracdes de progesterona favorecem a secrecdo de isoformas de FSH
com maior meia-vida, j4 as com menor meia-vida sdo secretadas em baixas
concentracoes de P4 (Bartlewski et al., 2011).

A partir do dia 12 do ciclo estral ocorre um mecanismo de retroalimentagao

positiva, da ocitocina luteal e PGF20 endometrial que irdo determinar a lutedlise do
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CL e consequentemente a queda de progesterona. Com a baixa da P4 os pulsos de
GnRH e LH aumentam e estimulam a secre¢do de estradiol pelos foliculos. Em
contraste, a concentragdo de FSH declina suprimida pela secreg¢do crescente de E2 e
inibina do foliculo pré-ovulatério, em um processo de feedback negativo (Baird et al.,
1981). Assim, o E2 produzido pelo maior foliculo da onda ovulatéria ¢ o primeiro
sinal para o pico pré-ovulatério de GnRH e LH e esse aumento ¢ responsavel pelas
manifestacoes do estro (Rubianes et al., 2003). O pico de LH provoca a ovulagao,
subsequente luteiniza¢do e diminuicao da secrec¢ao de estradiol € um novo ciclo estral

sera iniciado novamente (Baird ez al., 1981).
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1 RESUMO

INFLUENCIA DO GENOTIPO NO GENE GDF-9 E DO PERIODO DO ANO
SOBRE A DINAMICA FOLICULAR EM OVELHAS SANTA INES

Carolle Vieira Muterllel, Jairo Pereira Nevesl, Bianca Damiani Marques Silva'?

'Faculdade de Agronomia e Veterinaria - UnB, Brasilia-DF,  Embrapa Recursos

Genéticos e Biotecnologia, Brasilia-DF.

Este estudo teve como objetivo caracterizar a dindmica folicular em ovelhas da raga
Santa Inés sob a influéncia de diferentes genodtipos do gene GDF-9, homozigotas
mutantes (EE), heterozigotas (EW) e homozigotas selvagens (WW) para a mutagdo
FecG"® no desenvolvimento folicular e luteal do ciclo estral. Além, de avaliar dois
diferentes periodos no ano no Distrito Federal. Ovelhas Santa Inés (n=26), sendo 10
ovelhas WW, 11 EW e 5 EE foram sincronizadas com duas doses de PGF2a
(Veteglan Luteolitico, 0,5 mL via intramuscular, 37,5 pg de D-+cloprostenol) com
intervalos de 7 dias entre as doses. Apos 48 horas a segunda dose foi iniciado o
acompanhamento diario com ultrassom (US-MyLab™30Gold, Esaote 6 ¢ 8 MHz) e
observadas desde a primeira ovulacdo, até a ovulacio seguinte (aproximadamente 17
dias entre as ovulagdes), segunda ovulacao confirmada posteriormente pela detec¢ao
do corpo luteo (CL) sete dias depois do desaparecimento do maior foliculo. Foram
avaliados 30 e 40 ciclos completos nos periodos de seca e chuva, respectivamente. Os

experimentos foram analisados por meio de Modelos Lineares Generalizados, de
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modo que se aplicou um modelo de Andlise de Deviance. A duracdo do ciclo estral
foi maior (P<0,05) no periodo de seca, com média de 17,27 £+ 0,79 contra 16,78 =+
0,98 dias no periodo de chuva. A fase lutea foi maior no periodo de seca (P<0,05). As
ovelhas apresentaram um padrao de 3 e 4 ondas foliculares. A frequéncia de ovulacao
foi maior na época de chuva (P<0,05), comparada a seca. Também foi observado que
ovelhas do gendtipo recessivo EE apresentavam maior frequéncia de ovulacdo
comparada aos outros geno6tipos (P<0,05). As observagdes revelaram que houve uma
maior frequéncia de ovulagdo (P<0,5) no ovario esquerdo (P<0,05). As médias dos
diametros dos foliculos ovulatérios na seca foram maiores (P<0,05). Também foram
maiores (P<0,05) as médias do diametro dos foliculos ovulatoérios em ovelhas de
gendtipo WW. A média da populagdo folicular de foliculos pequenos foi maior
(P<0,05) durante a seca. Em ovelhas de 3 ondas foi observado na segunda e terceira
ondas uma fase de crescimento maior (P<0,05) durante a seca. Com relagdo ao
gendtipo, 0 mesmo aconteceu na terceira onda em ovelhas WW (P<0,05). O didmetro
maximo folicular, em ovelhas de 3 ondas, foi maior (P<0,05) na primeira e terceira
ondas, nas ovelhas WW. Em ovelhas de 4 ondas, foi observado um maior didmetro
(p<0,05) na quarta onda, em ovelhas de genotipo WW. Esta observacdo ocorreu
somente no periodo de chuva. O volume total dos CLs provenientes de ovulacdo
simples foi maior (P<0,05), comparados aos CLs de multiplas ovulagdes. O didmetro
folicular foi maior (P<0,05) em ovulagdes simples. Conclui-se que os animais
homozigotas mutantes (EE) sdo mais prolifico que os demais (EW ¢ WW), e na época

de chuva o efeito de ovulagdes multiplas ¢ mais frequente.

Palavras chave: dinamica folicular, ovulagdo, ovelha Santa Inés, prolificidade,

ultrassonografia.
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2 ABSTRACT

GDF-9 GENE AND THE SEASON INFLUENCE ON THE FOLLICULAR
DYNAMICS IN SANTA INES SHEEP

Carolle Vieira Muterllel, Jairo Pereira Nevesl, Bianca Damiani Marques Silva'?

'School of Agronomy and Veterinary Medicine - UnB, DF, > Embrapa Genetic

Resources and Biotechnology

This study aimed to characterize follicular dynamics in Santa Ines sheep under the
influence of different genotypes of the GDF-9 gene, homozygous mutant (EE),
heterozygous (EW) and wild homozygous (WW) for FecG" mutation in follicular
development and luteal phase of the estrous cycle. In addition, to evaluate two
different periods of the year in the Federal District. Santa Inés ewes (n = 26), WW
(n=10), EW (n=11) and EE (n=5) were synchronized with two PGF2a with 7 days
intervals between doses. At 48 hours after the second dose ultrasound (US-
MyLab™30Gold, Esaote 6-8 MHz) was observed daily from the first ovulation until
the next ovulation (approximately 17 days between ovulations). The second ovulation
was confirmed later by detection of corpora lutea (CL), seven days after the

disappearance of the largest follicle. A total of 30 and 40 complete cycles were
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evaluated in periods of drought and rainfall, respectively. The experiments were
analyzed by Generalized Linear Models. The duration of the estrous cycle was greater
(P<0.05) in the dry season, averaging 17.27+0.79 versus 16.78+0.98 days in the rain.
The luteal phase was higher in the dry season (P<0.05). The sheep had a pattern of 3
and 4 follicular waves. The ovulation rate was higher in the rainy season (P<0.05)
compared to dry. It was also observed that recessive genotype sheep (EE)had a
higher ovulation frequency compared to other genotypes (P<0.05). The observations
revealed that there was an increased in the ovulation rate (P<0.05) in the left ovary
(P<0.05). The average diameters of the dry ovulatory follicles and the mean diameter
of the follicles in ovulatory sheep genotype WW were higher (P<0.05) when
compared to rainy season or to the other genotypes. The mean follicular population of
small follicles was higher (P<0.05) during drought. In the 3 folicular waves sheep it
was observed in the second and third waves a higher growth phase (P<0.05) during
the drought. The same happened in the third wave in WW sheep (P<0.05) compared
to the others genotypes. The maximum follicular diameter of 3 waves sheep was
higher (P<0.05) in the first and third waves in sheep WW. In 4 waves sheep, there
was a greater diameter (p<0.05) in the fourth wave in WW genotype. This observation
occurred only during the rainy season. The total CLs volume from a single ovulation
was higher (P<0.05) compared to CL from multiple ovulations. Follicular diameter
was greater (P<0.05) in single ovulations. We conclude that the homozygous mutant
animals (EE) are more prolific than others (EW and WW), and in the rainy season the

occurance of multiple ovulations is more frequent.

Keywords: Follicular dynamics, ovulation, Santa Ines sheep, prolificacy,

ultrasonography.
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3. INTRODUCAO

A ovinocultura estd presente em praticamente todos os continentes e a ampla
difusdo da espécie se deve principalmente ao seu poder de adaptagdo a diferentes
climas, relevos e vegetagdes. A criagdo ovina pode ser destinada tanto a exploracao
econdmica como a subsisténcia de familias em zonas rurais (Viana, 2008). Com o
passar dos anos, a adaptacdo e a distribuicdo das ragas fizeram com que grupos raciais
aumentassem o periodo de atividade reprodutiva, ficando a estacionalidade
praticamente inexistente (Bicudo ef al., 2009).

O rebanho ovino brasileiro foi estimado em 16.789 milhdes de cabegas em
2012 (PPM 2012, IBGE). No Brasil, o consumo per capita anual de carne de ovinos ¢
considerado baixo, cerca de 400 g/habitante/ano. No entanto, apesar do baixo
consumo médio per capita de carne ovina no Brasil, quando comparado as outras
carnes (cerca de 37 kg/habitante/ano) ou ao consumo de carne ovina em paises
desenvolvidos como na Nova Zelandia (39,7 kg/habitante/ano), a produgdo brasileira
nao chega a suprir metade da demanda interna, exigindo continuamente a importagao
deste produto (Agrobase 2012). Para atender a demanda do mercado interno, além de
melhorias nos sistemas de manejo, comercializagdo e abate ¢ essencial a melhora nos
indices reprodutivos. O melhoramento genético, com a identificacdo de genotipos
auxiliam no maior conhecimento dos fenomenos biologicos ligados a fisiologia da
reprodugao, podendo proporcionar um incremento na eficiéncia reprodutiva e
produtiva.

A observacao de rebanhos com alta prolificidade tem sido constatada ao redor
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do mundo por algum tempo. Muitos destes rebanhos foram identificados com genes
de principal efeito na taxa de ovulacdo e o nimero de nascidos/parto. Algumas racas
de ovelhas, incluindo a Santa Inés (SI), sdo naturalmente prolificas. A genética aliada
a reproducdo tem contribuido na busca de um melhor entendimento de alguns eventos
fisiolégicos ainda ndo muito claros, alguns deles proprios das peculiaridades
fisiologicas da espécie ovina, outros de conjunturas regionais e circunstancias
economicas (Bicudo ef al., 2009). Os genes GDF-9 (Growth Differentiation Factor 9)
e BMP-15 (Bone Morphogenetic Protein 15) sdo responsaveis por determinar a taxa
de ovulagdo em mamiferos, e consequentemente estdo envolvidos em muitas fases da
foliculogénese. Acredita-se que estes genes sdo os fatores chave no controle local do
crescimento folicular e da determinagdo da taxa de ovulagdo ¢ fertilidade (Souza et
al., 2009; Paulini et al., 2011). Por esse motivo os loci génicos para o BMP-15 ¢
GDF9 foram denominados de Fec (Fecundidade), sendo FecX para o BMP-15
(devido a sua localizagdo no cromossomo X) e FecG para o GDF-9 (Davis et al.,
1991; Hanrahan et al., 2004).

Portanto, o estudo da foliculogénese e de genes candidatos envolvidos no
processo de ovulagao podem ser ferramentas valiosas para o aumento da fertilidade de
rebanhos, além de incrementar a eficiéncia das biotécnicas de multiplicagdo animal e
para a melhor compreensdo da dindmica folicular em ovinos. O estudo de marcadores
moleculares relacionados com a fertilidade de ovinos com histérico de elevada
incidéncia de partos duplos e triplos ja identificou genes especificos, a exemplo do
Gene Booroola (FecB). Ha relatos de que ovelhas com este genoma podem apresentar
multipla ovulagdo, de até mais de 5 foliculos (Cummins et al., 1983). O DNA dos
animais com identificagdes zootécnicas e multiplos bezerros nascidos/parto foram
submetido a andlise das sequéncias dos genes GDF-9 e BMP-15 na busca de SNPs
(Single Nucleotide Polymorphisms), em sua sequéncia codificadora, que explicassem
esse comportamento prolifico (Galloway et al., 2000; Hanrahan et al., 2004; Silva et
al., 2011). Foi identificado um novo polimorfismo no GDF-9, descrito em ovelhas
prolificas da raca naturalizada SI, o FecG® (* — Embrapa) (Silva et al, 2011). Esse
novo polimorfismo (ou mutacdo) apresenta um fenotipo inédito e distinto dos demais
SNPs ja descritos para os genes BMP-15 e GDF-9, pois quando em homozigose as

ovelhas ndo apresentavam infertilidade e possuem taxa de ovulacdo aumentada em
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relacdo aos animais heterozigotos e homozigotos selvagens, sem a mutagdo. Os
animais heterozigotos apresentam uma taxa de ovulacdo intermedidria entre os
genotipos homozigotos. O aumento de um corpo luteo (CL) representa um incremento
de 58% no numero de cordeiros nascidos, dados que sdo observados nas ovelhas
homozigotas mutantes quando comparadas as homozigotas selvagens (Silva et al,
2011).

A caracterizagdo da dindmica folicular em ovelhas com muta¢io FecG* pode
ajudar a explicar as caracteristicas do padrao de crescimento folicular e secregcao de
progesterona entre ovelhas com diferentes taxas de ovulacio e ampliar o
conhecimento, auxiliando em protocolos bases, incluindo sincronizagdo de estro,
superestimulacdo ovariana e transferéncias de embrides (MOTE). Além disso,
contribuir para o melhoramento genético da raca Santa Inés, que por sua vez
representa parcela significativa do rebanho brasileiro e, portanto, tem relevancia
econdmica para a ovinocultura nacional.

O objetivo do trabalho foi caracterizar a dindmica folicular em ovelhas da raga
Santa Inés sob a influéncia de diferentes genotipos do gene GDF-9. Comparando-os:
homozigotas mutantes, heterozigotas e homozigotas selvagens para a mutacio FecG"
no desenvolvimento folicular e luteal do ciclo estral. Além, de avaliar o efeito de

diferentes épocas do ano seca e chuva, no Distrito Federal.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Local e condicdes experimentais

O estudo foi realizado no Campo Experimental Fazenda Sucupira (CEFS) da
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia - Cenargen, situada em Brasilia, DF.
Localizado a 15°47' de latitude sul e 47°55' de longitude oeste, 1080 m de altitude, de
clima tropical. Este Experimento foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso Animal
(CEUA) do Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade de Brasilia sob
protocolo UnBDOC no. 132157/2012. O experimento foi realizado nos meses de
agosto e setembro de 2012, janeiro, marco, abril e agosto de 2013. A duragdo total de
insolacdo no periodo de experimento foi em média de 8,66 horas diarias nos meses de
seca ¢ 5,02 horas diarias nos meses de chuva, contabilizando insolagao mensal de 238
horas e 153,73 respectivamente. Com temperaturas maximas € minimas variando de

35,1°C a 14,5°C (Inmet, 2012; 2013).

4.2 Animais

Foram utilizadas 26 fémeas ovinas Santa Inés, ndo lactantes e solteiras, com
aproximadamente 3 a 4,5 anos. Os animais foram examinados quanto ao estado

clinico geral, sanitario e reprodutivo. Durante a época de seca apresentaram um peso
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médio de 45,93 kg, com escore de condi¢do corporal (ECC) médio de 3,1. No periodo
de chuva, o peso médio foi de 45,45 kg e 2,9 de ECC, de acordo com a escalade 1 a
5 (Suiter, 1994). Os animais foram mantidos em sistema semi-extensivo em pastagem
de Panicum maximum, no periodo de chuva e durante o periodo de seca foram
suplementados com silagem de milho. Animais representados na Figura 2.1, em

diferentes épocas do ano, chuva e seca. Agua e sal mineral foram oferecidos a

vontade.

Figura 2.1 - Ovelhas Santa Inés em diferentes épocas do ano: (A) época chuva (B) e

época de seca.

4.3 Delineamento experimental

Para a realizagdo do experimento foram acompanhados 70 ciclos estrais
completos distribuidos em seis repeti¢des. Foram avaliados 30 e 40 ciclos completos
nos periodos de seca e chuva, respectivamente, divididos em 3 repeti¢des em cada.

Foram utilizadas ovelhas com 3 genotipos distintos, destas, 10 homozigotas
selvagens (WW), 11 heterozigotas (EW) e 5 homozigotas mutantes (EE). Desta forma
pretendeu-se avaliar durante o ciclo estral e observacdo da dinamica folicular, as
interagdes resultantes entre os fatores climdticas, nutricionais em ovelhas com

diferentes genotipos.
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4.4 Avaliacao ultrassonografica

O ciclo estral foi sincronizado com duas doses de PGF2a (Veteglan
Luteolitico, 0,5 mL via intramuscular, 37,5 ug de D+cloprostenol) com intervalos de
7 dias o acompanhamento diario com US. Foi iniciado 48 horas apos a segunda dose
de PGF2a até¢ o final do ciclo estral. Utilizou-se equipamento de ultrassom,
MyLab™30Gold, Esaote, em modo-B tempo real, contendo transdutor linear
multifrequencial (6 ¢ 8 MHz). Todas as informagdes coletadas no monitoramento
ultrassonografico diario foram avaliadas conforme estudo de Olivera-Muzante et al.,
(2011). Com o passar dos dias e de acordo com as avaliagdes por US, ao final do ciclo
estral, foi introduzido um rufido ao rebanho, o mesmo foi pintado na regido do
externo com uma mistura de 6leo de soja e tinta xadrez, para a marcacdo das fémeas
em estro. Apds a confirmagdo da aceitagdo de monta do rufido pelas fémeas, a
avaliacdo com US passou a ser realizada de 8 em 8 horas até a provavel ovulagao. A
ovulacdo foi definida pela auséncia do foliculo dominante que foi detectado nos
exames ultrassonograficos anteriores, e confirmada posteriormente pela detec¢do do
CL ao passar de sete dias, para mensura¢ao do diametro luteal e da quantidade de CL.
O volume do tecido luteal foi calculado pela formula matematica (Grygar et al.,

1997):
V="%4/3xntxR3 ondeR= P2/, + Db/z) =2,
Onde,

Da = diametro longitudinal

Db = didmetro transversal.

O tecido luteal de corpos luteos cavitarios foi calculado pela subtragao do
volume do corpo luteo pelo volume da cavidade.

As observagdes foram realizadas com a fémea em posi¢cdo quadrupedal. Um
tubo de PVC (policloreto de vinila) ligeiramente curvado (aproximadamente 30 cm)
foi fixado e encaixado ao transdutor permitindo sua manipulagdo externamente. Apos

remocao das fezes do reto e deposicao da mucilagem (carboximetilcelulose) dentro do
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reto com auxilio de uma seringa (10 mL), o transdutor foi introduzido no reto com a
superficie de contato posicionada paralelamente a lateral da parede abdominal. Ao
localizar a bexiga urindria, cranialmente a esta os cornos uterinos podem ser
localizados, assim rotacionando o transdutor lentamente para esquerda e direita com
finalidade de observar os ovarios e suas estruturas. Quando necessario, a parede
abdominal era comprimida, para facilitar a visualizagdo dos mesmos. Todos os
foliculos de diametro maior ou igual 2 mm e corpos luteos detectados pela
ultrassonografia (Figura 2.2) foram quantificados e seus diametros mensurados. O
monitoramento foi realizado diariamente, por esquemas em planilha, de acordo com a
localizagdo e tamanho em cada ovdrio (direito ou esquerdo). O didmetro de cada

estrutura foi calculado pela equacdo: D=(A+B)/2; (A - representa a maxima altura e B

— o diametro transversal maximo).

Figura 2.2 - Imagens ultrassonograficas de ovarios em ovelhas Santa Inés,
destacando-se: (A) foliculos pequenos (2-3,4 mm); (B) foliculos médios (3,5-4,9mm)
e (C) foliculos grandes / pré-ovulatorio (> 5 mm); (D) corpos luteos e (E) corpo luteo

cavitario.

4.5 Dinamica Folicular

As observagoes da dinamica folicular foram tabuladas e analisadas seguindo a
cronologia das observagdes. As estruturas visualizadas no DO (considerado DO o dia
da ovulagdo do ciclo estral anterior) durante as avaliagdes ultrassonograficas foram
identificadas por niimeros sequenciais at¢ a proxima ovulagdo e subsequente D7
(sétimo dia ap6s a segunda ovulacdo). Estruturas ovarianas como foliculos pequenos,
médios e grandes e/ou pré-ovulatorios, corpos Ilateos, bem como seus

posicionamentos, serviram de referéncia para a nova identificagdo. Novas estruturas
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visualizadas foram numeradas em sequéncia. Assim, foi possivel o acompanhamento
do desenvolvimento didrio das estruturas individualizadas no ciclo estral.

Foram adotados critérios para a tabulagao e analise dos dados.

4.5.1 Das variaveis caracterizando cada onda folicular do ciclo estral, foram

identificadas e calculadas:

a. A onda folicular foi identificada como um grupo de foliculos que
cresceram a partir de 2 ou 3 mm, sendo que um ou mais atingiram seu
diametro maximo, com diferengas maximas de 48hs de uma emergencia da
outra.

b. O dia da emergéncia foi considerado quando o maior foliculo, ainda com 2
ou 3 mm, foi identificado pela primeira vez.

c. O diametro maximo folicular foi aquele foliculo que excedeu o tamanho
dos demais foliculos da mesma onda. Se mais de um alcangaram o mesmo
didmetro maximo, aquele que atingiu primeiro foi considerado o maior
foliculo da onda.

d. O dia do didametro maximo foi o primeiro dia em que o foliculo atingiu seu
maior didmetro.

e. A fase de crescimento folicular foi o tempo em que o foliculo de diametro
maximo levou do menor didmetro ao didmetro méximo.

f. A fase de regressao foi o tempo em que o foliculo de maior didmetro levou
do didmetro maximo ao minimo.

g. A fase estdtica foi considerada o tempo em que o foliculo de maior
tamanho levou do final da fase de crescimento até o inicio da fase de
regressao.

h. A taxa de crescimento (mm/dia) foi considerada como a diferenga entre o
didmetro maximo e minimo, do maior foliculo, dividido pela dura¢dao do
seu crescimento.

1. A taxa de regressdo (mm/dia) foi tomada pela diferenga entre o didmetro
maximo e minimo, do maior foliculo, dividido pela duracdo de sua
regressao.

4.5.2 Para a onda ovulatoria, além das variaveis descritas, outras foram

computadas:
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a. O didmetro ovulatorio foi a medida da tltima mensuracao do foliculo que

ovulou, antes do seu desaparecimento.

b. O nuimero de ovulagdes de ovulagdes (1, 2 e/ou 3) por ciclo.

c. O nuamero de ovulagdes nos ovarios direito e/ou esquerdo.

4.5.2

a.

b.

453

Com relacdo ao ciclo estral foram tabulados os parametros referentes:
Intervalo entre as ondas foliculares e o nimero de ondas.

A duracao do ciclo estral.

A avaliacdo de populacdo folicular foi analisada pela quantidade de
foliculos pequenos (2 — 3,4 mm), médios (3,5 — 4,9 mm) e grandes (> 5
mm), tanto nas ondas foliculares, como no ciclo estral.

A fase folicular foi definida a partir do momento em que o CL
desapareceu até o aparecimento do proximo CL.

Com relacdo aos corpos luteos foram computados:

O dia do volume maximo.

O dia do inicio da possivel observacao por US e o ultimo dia de
observacao.

Compararam-se os volumes dos CLs provenientes de multiplas
ovulagdes (2 e 3) com o volume do CL de ovulagdo simples (1).

Fase luteal foi definida com o aparecimento do CL até o dia do seu

desaparecimento.

Todas as varidveis foram comparadas entre os diferentes genotipos, EE, EW e

WW, na época de seca e na época de chuva, além de uma comparagdo entre ambos

utilizando fatorial 3x2. E a comparagdo entre as épocas do ano, seca e chuva,

desconsiderando os genotipos.

4.6 Analises Estatisticas

Para realizar a analise dos experimentos e fazer uma comparagdo dos efeitos

de clima e gendtipo em cada onda, definiu-se para esse experimento um esquema

fatorial, ou seja, consideraram-se dois fatores, clima e genotipo, os quais poderiam

exercer alguma influéncia nas respostas investigadas.
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Os experimentos foram analisados por analise de variancia e médias
comparadas por ANOVA, e por meio de Modelos Lineares Generalizados onde se
atribuiu distribuicdo Normal para as varidveis respostas continuas e distribuicao
Binomial para respostas com propor¢ao, de modo que se aplicou um modelo de
Andlise de Deviance para avaliar os efeitos de clima e genotipo nessas respostas,
assim como o efeito de interacao entre esses dois fatores.

Para os experimentos onde os efeitos de clima ou de genotipo foram
significativos, aplicaram-se testes de comparagdes multiplas para avaliar entre quais

climas ou entre quais gen6tipos houve essa diferencga.
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S RESULTADOS

As ovelhas apresentaram de duas a cinco emergéncias de ondas foliculares
durante as avaliagdes, 2 ondas: 2,8% (2/70); 3 ondas: 50% (35/70); 4 ondas: 37,14%
(26/70); e 5 ondas: 10% (7/70). Os ciclos estrais com 2 e 5 ondas foliculares ndo
entraram nas analises estatisticas por serem uma representacdo minima entre as
variaveis analisadas. O numero médio de ondas foliculares no periodo de chuva foi
3,86 £ 0,58 e na seca 3,44 + 0,56 (P>0,05). A durag¢dao do ciclo estral foi maior
(P<0,05) no periodo de seca, com média de 17,27 £+ 0,79 contra 16,78 £+ 0,98 dias no
periodo de chuva. O ciclo estral foi dividido em fase folicular e lutea, em que a fase
lutea foi maior (P<0,05) no periodo de seca (Figura 2.3). Com relagdo aos genotipos,
ndo foi observada diferencas significativas no periodo do ciclo estral, com 17,28 +

0,81, 16,80 £ 0,96 ¢ 16,96 + 0,90 dias, EE, EW e WW respectivamente.
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Chuva =16,78"
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Figura 2.3 Fase lutea e folicular de ovelhas nas épocas de seca e chuva.

A frequéncia de ovulacdo foi maior na época de chuva (P<0,05), comparada a
seca. Também foi observado que ovelhas do gendtipo recessivo EE apresentavam
maior frequéncia de ovulagdo comparada aos outros gendtipos (P<0,05). Porém nao
foi possivel estabelecer se dentro de cada gen6tipo havia uma variagdo em fun¢ao da
época da observacdo (Tabela 2.1). As observagdes revelaram que houve uma maior
frequéncia de ovulagdo (P<0,5) no ovario esquerdo (P<0,05). As médias dos
diametros dos foliculos ovulatorios na seca foram maiores (P<0,05). Também foram
maiores (P<0,05) as médias dos foliculos ovulatérios em ovelhas de genotipo WW. A
distribuicdo das variaveis de acordo com os grupos e periodos estdo apresentadas na
Tabela 2.1.

Com relagdo a populagdo folicular, as variaveis quando observadas
individualmente, pode-se constatar que na média, durante a seca havia uma maior
quantidade (P<0,05) total de foliculos nos ovarios, além de uma maior quantidade
(P<0,05) de foliculos pequenos. Quanto ao nimero de ondas, ovelhas com 5 ondas
apresentavam uma maior quantidade (P<0,05) de foliculos com tamanho médio. Com
relagdo ao genotipo em ovelhas WW, a quantidade de foliculos grandes presente nos
ovarios foi maior (P<0,05) frente aos demais. Porém a tUnica interacdo entre as
variaveis observada foi em ovelhas de 4 ondas na qual havia uma maior quantidade de
foliculos grandes na seca (P<0,05) comparado as observagdes feitas na época de

chuva (Tabela 2.2).
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Tabela 2.1- Valores médios = D.P. para nimero de ondas foliculares por ciclo estral, frequéncia ovulatoria, diametro do foliculo ovulatério, duragdo da fase

lutea, duracdo da fase folicular e duracao do ciclo estral de acordo com os grupos (EE, WW, EW) e épocas do ano (seca e chuva), em ovelhas da raga Santa Inés.

Ondas por Foliculo

Agrupamentos ciclo Numero de ovulacoes ovulatério Fase lutea Fase folicular dias + Ciclo estral dias +
n+D.P n = D.P. @ (mm) + D.P. dias + D.P. D.P. D.P.

Chuva 3,86 +0,58 * 1,83 +0,36 2 5,019 0,54 b 10,24 +0,98 6,54 +1,03 b 16,78 +0,98 b

Seca 344 0,56 ° 1,43 +0,52 b 5,63 +0,48 a 9,79 +1,66 7,41 +1,35 a 17,27 +0,79 a
EE 3,74 =£0,61 2,00 +0,22 a 5,18  £0,52 b 10,11 +£1,25 7,17 +0,96 17,28 +0,81
EW 3,57 =£0,55 1,64 +0,46 b 525 £0,48 b 9,84 £1,19 6,96 +1,09 16,80 +0,96
wWw 3,77 =+0,66 1,46 +0,53 b 5,61 +0,60 a 10,22 +1,34 6,67 +1,31 16,96 +0,90
Chuva EE 4,02 0,42 2,00 +0,33 a 5,12 0,55 10,25 +1,13 6,83 +0,89 17,67 +0,79
Chuva EW 3,65 =+0,60 1,85 +0,26 b 5,03 +0,37 10,15 +0,70 6,46 +0,96 17,00 +1,18
Chuva WW 3,90 =+0,63 1,69 +0,43 b 5,43  +0,60 10,31 +1,06 6,38 +1,13 17,33 +0,94
Seca EE 3,00 =+0,00 2,00 +0,00 a 5,29  +0,51 9,83 +1,50 7,83 +0,89 17,67 +0,67
Seca EW 3,49 =+0,50 1,42 +0,50 « 5,60  +0,42 9,50 +1,79 7,50 +1,32 17,00 +0,66
Seca WW 3,59 +£0,67 1,17 +0,31 d 5,97 0,39 10,09 +1,74 7,09 +1,57 17,33 +0,89

aed etras diferentes na mesma coluna, e mesmo agrupamento indicam diferencas (P<0,05).
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Tabela 2.2 - Numero de foliculos + D.P. de acordo com seus diametros, pequeno, médio e grande (<3,5mm, 3,5-4,9mm e > Smm
respectivamente) em cada onda folicular, de 1 a 5, em ovelhas da raga Santa Inés. Nas épocas de seca e chuva, e os gen6tipos (EE, EW e WW)

com relagdo as épocas do ano (seca e chuva).

Seca Chuva
Categoria de foliculo por onda Seca Chuva EE EW WWwW EE EW WwWwW
n=+D.P. n=+D.P. n=*D.P. n=+D.P. n=*D.P. n=*D.P. n=+D.P. n=+D.P.

<3,5 mm 23,13 856 ° 1649 £557 ° 2483 6,11 26,67 +11,94 20,00 +5,33 14,08 +7,08 18,23 45,21 16,88 +4,53

1 3,5-4,9 mm 322 1,71 3,58 +£1,96 3,00 *1,20 3,75 2,00 2,70  +1,64 2,08 +0,94 3,67 +£2,52 4,73  +£1,62
> 5mm 1,92 +£1,07 2,00 +0,80 1,50 0,50 1,00  +0,00 2,43 1,35 1,60 +0,48 1,25 +0,38 2,83  +1,44

<3,5mm 25,53 =+10,11 16,17 +6,44 38,00 +9,00 22,83 +7,50 22,00 £9,67 16,58 6,85 18,54 4,12 13,94 +6,92

2 3,5-4,9 mm 4,82  +£2,68 3,67 +1,87 4,83  £2,50 3,73 +2,20 591  +2,99 3,80 +2,40 3,55 +£1,97 3,67 *1,42
>S5mm 2,14 +£1,02 1,78  +0,69 1,40 +0,48 1,00  +0,00 3,33 10,44 - - 3,00 +1,00 1,43  +0,49

<3,5mm 23,38 +10,75 16,29 +6,52 20,17 +10,44 2425 +11,67 24,18 +10,78 15,67 +6,17 18,38 7,28 15,06 +5,82

3 3,5-4,9 mm 5,03 +2,70 4,46 +£1,77 4,83  +£1,83 5,08 328 5,18  £2,60 4,00 =£1,20 4,36 +1,44 4,64 £2,36
> 5mm 2,48  £1,06 2,71  +£1,03 3,00 +0,80 2,00 +0,50 2,60  +1,32 2,67 +0,44 2,20  +0,72 3,22 +1,09

<3,5 mm 16,20 +5,04 16,75 +7,63 - - 13,00 44,80 19,40 +4.24 17,22 £6,30 15,83 7,44 16,89 +8,96

4 3,5-4,9 mm 3,60 +1,72 5,28 +2,85 - - 4,00 +£1,60 3,20 +1,84 6,00 +3,11 4,67 +£1,56 533 +333
> 5mm - - 2,72 £1,47 - - 4,20 +£1,52 3,20 +1,78 2,50  +£1,00 1,20  +0,32 3,71 £2,00

<3,5 mm 6,00 +0,00 13,00 +3,67 - - - - 6,00 0,00 12,50 +3,50 13,00 0,00 13,33 45,11

5 3,5-4,9 mm 2,00 +0,00 ° 583 2,17 ° - - - - 2,00 +0,00 7,00 +1,00 +0,00 6,00 +£2,67
>S5Smm - - 2,75  £0,75 - - - - 2,00 0,00 3,00 +0,00 2,00 +0,00 3,00 +1,00

[ etras diferentes indicam diferencas, quando comparadas entre linhas de colunas de mesmo agrupamento (P<0,05).
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Nas ovelhas com 3 ondas ndo foi observada diferenca (P>0,05) no intervalo
entre as emergéncias foliculares do foliculo de maior didmetro nos diferentes
genotipos, ndo importando se a observagao foi feita no periodo de seca ou chuva.
Porém quando avaliado o intervalo entre a emergéncia em ovelhas com 4 ondas,
ovelhas heterozigoticas (EW), apresentavam um intervalo maior (P<0,05), comparado
aos intervalos observados nos genotipos homozigéticos (EE, WW) (Tabelas 2.3, 2.4,
2.5¢e2.6).

A fase de crescimento folicular variou em fung¢do do numero de ondas por
ciclo estral. Em ovelhas de 3 ondas foi observado na segunda e terceira ondas uma
fase de crescimento maior (P<0,05) durante a seca. Com relagdo ao genotipo, também
para ovelhas de 3 ondas, a terceira onda em ovelhas WW apresentou uma maior fase
de crescimento folicular (P<0,05). J& para ovelhas de 4 ondas, durante a primeira
onda no periodo de chuva, que se observaram as maiores taxas de crescimento
(P<0,05).

De acordo com os resultados (Tabelas 2.3, 2.4, 2.5 e 2.6), a fase de regressao
folicular foi semelhante em todos os animais (P>0,05). Porém em ovelhas de 3 ondas,
foi observado que o tempo de regressdao da segunda onda foi menor na seca (P<0,05)
comparado ao tempo de regressdo observado na chuva, independente do genétipo. Foi
observado que a primeira das 4 ondas foliculares, em ovelhas de genotipo recessivo
EE apresentava uma menor taxa de regressao folicular (P<0,05), quando comparada

aos outros genotipos, independente da época da observagado (Tabelas 2.3 ¢ 2.5).
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Tabela 2.3 - Valores médios + D.P. das variaveis relacionadas ao desenvolvimento dos foliculos em

ovelhas da raga Santa In€s com 3 ondas foliculares, de acordo com os genotipos EE, EW e WW.

Genotipo
Variaveis Onda 1 Onda 2 Onda 3
EE EW WW EE EW WW EE EW WW

Dia da
emergéncia do 0,44 0,79 0,54 6,22 6,43 6,31 13,22 12,29 11,85
foliculo de maior
didmetro (dia) (+0,38)  (£0,90)  (+0,66) (*+1,58)  (£2,49)  (£1,56) *0,74) (1,57 (1,11
Intervalo
emergéncia do 5,78 5,64 5,77 6,89 5,79 5,54 - - -
foliculo de maior
diﬁmetro (dia) (j: 1744) (i 1593) (j: 1702) (j: 1746) (j: 1739) (i 0583) - - -
Diimetro
maximo do 4,66 4,41 5,46 4,57 4,24 4,75 5,67 5,59 6,16 *
foliculo de maior
diametro (mm)  (+0.80)  (£046)  (£0.73) (£0,52)  (£0,59) (£0,44) (£041) (£042)  (£0,39)
Dia que o maior
foliculo atingiu 3,56 3,86 3,77 10,22 9,43 9,38 17,00 16,71 16,85
didmetro
méximo (dia) (£0,88)  (£145) (1,05 (£2,02)  (£243) (1,79 (£0,67)  (£0,86)  (£0,93)
fda_“)’ estatica 1,00 1,14 1,31 1,11 1,07 1,08 1,11 1,14 1,08

a

! (0,000 (£0,24)  (+0,43) (+£0,20) (£0,13)  (£0,15) (+£0,20)  (£0,30)  (+0,14)
Fase de
Crescimento 3,11 3,07 3,23 4,00 3,00 3,00 3,78 4,36 4,92 *
(dia) (0,69 (1,08  (£0,71) 1,33 (043 (x1,17) 0,74 (124  (:1,02)
(Fda_sg de regressio 2,22 2,64 3,38 2,56 2,64 2,46 - - -

" 1,06  (E1,12)  (£0,97) *1,19)  (*088) (£083) - ; ;
Taxa de
Crescimento 0,82 0,74 0,96 0,70 0,65 0,90 0,78 0,79 0,74
(mm/dia) (£021)  (£020) (£0,29) (£023) (0,19 (£0,33) (£0,16) (£0,18)  (£0,17)
Taxa de
Regressio 1,15 0,90 0,93 0,86 0,75 1,05 - - -
(mm/dia) (£0,56)  (£0,33)  (£031) (£0,35) (£025) (£0,22) - - -
E“(llergjflda de 0,33 0,50 0,46 5,78 6,36 6,08 12,56 12,29 11,23
onda (dia) *022)  (£0,64)  (£0,57) E1,53)  @241) (1,600  (E1,16) (1,57  (£1.21)
Intervalo entre 5,00 5,86 5,62 6.67 5,71 5,15 4,78 4,57 5.77
ondas (dia)

(+1,47) (2,14 (+1,18) *1,11) (+1,57) (1,28 (+1,36) (£126) (+1,17)

® Letras indicam diferencas, quando comparadas entre linhas de colunas de mesmo agrupamento (P<0,05).



Tabela 2.4- Valores médios + D.P. das variaveis relacionadas ao desenvolvimento dos foliculos em

ovelhas da raga Santa In€s com 3 ondas foliculares, de acordo com as épocas do ano seca e chuva.

Epocas do Ano
Variadveis Onda 1 Onda 2 Onda 3
Chuva Seca Chuva Seca Chuva Seca

Dia da emergéncia foliculo de maior 0,71 0,53 6,65 6,05 12,47 12,26
didmetro (dia)

+0,75 +0,72 +2,10 +1,65 +1,09 +1,48
Intervalo emergéncia foliculo de 5.94 5.53 571 6.21 _ _
maior diAmetro (dia) ’ ’ ’ ’

+ 1,60 +1,24 +1,29 +1,24 - -
Di?l.metr.(: maximo do foliculo de 4,76 4,93 434 4,65 5,79 5.84
maior diAmetro (mm)

+0,65 +0,79 +0,44 +0,67 +0,49 +0,36
Dia. dodrflfixir:lo diia'metro foliculo de 3,65 3,84 9.24 9.95 16,53 17.11
maior didmetro (dia) +1,43 +0,94 +2.13 +2,06 +0,91 +0,68
Fase estatica (dia) 1,12 1,21 1,12 1,05 1,18 1,05

+0,21 +0,33 +0,21 +0,10 +0,29 +0,10
Fase de Crescimento (dia) 2,94 3,32 2,53 ° 3,89 2 3,94 ° 484 *°

+1,01 +0,68 + 0,80 +1,15 + 0,66 +1,22
Fase de regressio (dia) 2,82 2,79 2,18 ° 2,89 *° - -

+1,05 +1,19 +0,74 +0,86 - -
Taxa de Crescimento (mm/dia) 0,88 0,80 0,86 0,66 0,79 0,75

+0,24 +0,25 +0,31 +0,18 +0,16 +0,19
Taxa de Regressao (mm/dia) 0,89 1,05 0,90 0,87 - -

+0,29 +0,43 +0,29 +0,30 - -
Emergéncia de onda (dia) 0,53 0,37 6,41 5,84 12,06 11,89

+ 0,62 +0,54 +2,08 + 1,64 +1,36 + 1,49
Intervalo entre ondas (dia) 5.88 5.6 5.59 5.89 471 537

+1,79 +1,49 +1,49 +1,48 +1,10 +1,44

® Tetras indicam diferencas, quando comparadas entre linhas de colunas de mesmo agrupamento (P<0,05).



Tabela 2.5- Valores médios = D.P. das varidveis relacionadas ao desenvolvimento dos foliculos em ovelhas da raga Santa Inés com 4 ondas

foliculares, de acordo com os genotipos EE, EW e WW.
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Genotipo
Variaveis Onda 1 Onda 2 Onda 3 Onda 4

EE EW WW EE EW WW EE EW WW EE EW wWW
Dia da emergéncia do 0,43 0,80 0,40 471 4,80 5,40 9,29 9,22 9,80 12,86 12,90 12,40
foliculo de diAmetro
maximo (dia) +0,49 +0,96 +0,56 +0,82 + 1,40 +1,36 +0,82 +2,00 +0,68 +1,06 +1,12 +1,00
Intervalo emergéncia do 429 4,00 5,00 457 420 4,40 3,57° 3,78" 2,60°
foliculo de diametro
maximo (dia) +0,98 +£1,20 + 1,60 +0,94 +1,32 +1,00 +1,22 +1,00 +0,60
Didmetro miximo do 4,39 4,42 4,46 4,13 4,32 4,80 4,70 4,63 5,27 514 5,43 5,44
foliculo de maior
didmetro (mm) + 0,44 + 0,44 +0,95 +0,40 +0,36 +0,80 +0,77 £0,60 +0,90 +0,22 +0,47 £0,57
Dia do maximo do 3,00 3,30 3,60 7,86 7,50 8,50 14,14 13,11 14,00 17,00 17,00 15,90
didmetro foliculo de
didmetro maximo (dia) +0,86 +1,36 +1,08 +1,31 +1,30 +2,50 +£2,73 +£2,20 +2,40 +1,14 +1,20 +1,54
Fase estatica (dia) 1,14 1,00 1,40 1,00 1,00 1,20 1,00 1,11 1,10 1,14 1,20 1,00

+£0,24 +0,00 +£0,56 +0,00 +0,00 +£0,36 +0,00 +£0,18 +£0,18 +£0,24 +£0,32 +0,00
Fase de 2,57 2,50 3,20 3,14 2,60 3,10 4,71 3,67 4,10 4,00 3,90 3,40
Crescimento (dia) +0,61 +0,80 +1,24 +1,27 +0,72 +1,72 +£2,33 +1,04 +£2,30 +1,14 +£0,92 +1,20
Fase de regressio (dia) 3,57 2,40 2,40 2,14 2,30 2,70 3,00 2,14 2,60



+ 0,94
Taxa de Crescimento 0,70
(mm/dia)

+0,13
Taxa de Regressao 0,53
(mm/dia)

+0,09
Emergéncia de onda (dia) 0,29

+0,41
Intervalo entre ondas 4,29
(dia)

+ 0,69

+0,96

0,94
+0,16

0,96
+0,31

0,20
+0,32

4,30

+1,22

+£1,28

0,71
+0,29

0,88
+0,35

0,40
+0,56

4,60

+ 1,20

+0,49

0,54
+0,15

0,70
+0,30

4,57
+0,65

443

+0,94

+0,62

0,90
+0,22

0,95
+0,37

4,50
+ 1,40

3,70

+£0,76

+£1,30

0,83
+0,37

0,95
+0,24

5,00
+0,80

4,10

+£0,56

+£0,67

0,63
+0,22

0,57
+0,29

9,00
+0,86

3,86

+0,98

+1,13

0,67
+0,19

0,86
+0,21

8,33
+1,60

4,33

+1,00

+£1,28

0,81
+0,27

0,55
+0,27

9,10
+1,12

3,30

+0,90

0,69
+0,16

12,86
+1,06

4,14

+ 1,02

47

0,79 0,95
+0,12 +0,22
12,70 12,40
+1,36 +1,00
4,40 4,40
+1,28 + 1,00

® Letras indicam diferengas, quando comparadas entre linhas de colunas de mesmo agrupamento (P<0,05).
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Tabela 2.6- Valores médios + D.P. das variaveis relacionadas ao desenvolvimento dos foliculos em

ovelhas da raga Santa Inés com 4 ondas foliculares, de acordo com as épocas do ano seca e chuva.

Variaveis
Chuva Seca Chuva  Seca Chuva  Seca Chuva Seca

Dia da emergéncia do 044 0,78 494 511 911 989 1259 12,89
foliculo de maior

diametro (dia) +059 =086 1,11 +£148 +1,18 128 1,10 +1,04
Intervalo emergéncia

foliculo de maicr 450 433 417 478 350 311 - ;
didmetro (dia) +139 +£1,33 +1,13  +1,09 1,14 +0,64 - -
Didmetro maximo do 445 438 441 452 477 516 518  5.60
foliculo de maior

didmetro (mm) +049 +091 +041 +085 +£082 +067 +031 +0,58
Dia do miximo 350 3,00 817 756 1372 1333 16,65 16,56

didmetro foliculo de
maior didmetro (dia) +1,17 +£1,11 +1,71 1,85 +2,71 £1,93 +1,32 +1,38

1,22 1,11 1,00 1,22 1,11 1,00 1,06 1,22
+£0,37 +£0,20 +0,00 040 021 £0,00 £0,10 £0,35

Fase estatica (dia)
Fase de Crescimento 3,06 ° 222" 3,17 244 439 344 382 3,67
(dia) +0,86 +0,690 +141 081 +£215 +£1,14 +1,02 +126

267 278 228 267 244 286 - ;
Fase deregressio (dia) .11 L1131 1075 +104 +097 =131 - ;

Taxa de Crescimento 0,74 0,91 0,70 0,94 0,67 0,83 0,78 0,86
(mm/dia) +021 +024 +£026 +030 £023 £015 021 +0,13
Taxa de Regressiao 0,83 0,80 0,85 0,96 0,62 0,78 - -
(mm/dia) +034 +025 +£029 034 +021 +031 - -
Emergéncia de onda 0,17 0,56 4,67 4,78 8,78 8,67 12,47 12,89
(dia) +£028 062 +095 <114 <110 +1,63 +122 =104

Intervalo entre ondas 4,50 4,22 4,11 3,89 3,72 4,22 4,35 4,44
(dia) +106 +1,19 067 +081 +1,10 £074 +123 =084

% etras indicam diferengas, quando comparadas entre linhas de colunas de mesmo agrupamento (P<0,05).




49

Conforme descrito na tabela 2.3, o didmetro maximo folicular, em ovelhas de 3
ondas, foi maior (P<0,05) na primeira e terceira ondas, nas ovelhas WW. A segunda onda
ndo diferiu entre os gendtipos (P>0,05). J4 em ovelhas de 4 ondas, foi observado um
maior didmetro (p<0,05) na quarta onda, em ovelhas de genotipo WW, Porém esta
observagdo ocorreu somente no periodo de chuva, ndo se repetindo na seca (P>0,05).

Como demostrado nas tabelas 2.3, 2.4, 2.5 e 2.6 nao foram observadas diferengas
significativas (P>0,05) quanto ao dia de emergéncia folicular, dia do diametro maximo,
taxa de crescimento e fase estatica respectivamente, independente da época, genotipo ou
onda folicular, nos ciclos estrais com 3 e 4 ondas foliculares.

Durante a época de chuva o volume maximo do CL aconteceu mais precocemente
(P<0,05) comparado a época de seca (Tabela 2,7). Entretanto os CLs foram observados
por mais tempo (P<0,05) na época de seca. Porém nao houve diferengas entre os grupos,
com relagdo ao dia do comeco da observagao dos CL (P>0,05). O maior volume do CL
foi observado em ovelhas de gen6tipo WW, independente da época do ano. A Figura 2.4

ilustra a cinética do CL dos diferentes genotipos durante o ciclo estral.
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Figura 2.4. - Representagdo grafica do ciclo luteal dos diferentes genotipos avaliados.



50

Tabela 2.7 — Valores médios + D.P. das variaveis relacionadas ao desenvolvimento do corpo
luteo (volume maximo, dia da observagdo do volume maximo, dia do inicio das observagdes
ultrassonograficas, dia do final das observag¢des e o niumero de corpos luteos). De acordo com
as épocas do ano (seca e chuva), e com os genotipos EE, EW ¢ WW em cada época do ano

(seca e chuva).

Dia do volume Dia inicio Dia final das Numero de

Agrupamento Volume Maximo maximo observacoes observacdes CL
mm’ = D. P. Dia + D.P. Dia + D.P. Dia + D.P. n = D.P.
Seca 812,83 +229,52 10,30 1,75 *# 525 +1,18 14,98 +0,93 ° 1,38 +0,50
Chuva 722,48 +£119,54 932 =+1,73 ° 4,74 +1,00 1435 £0,93 * 1,88 +0,43
EE seca 839,45 +271,86 10,90 +1,41 5,30 +0,91 15,50 =+0,81 1,67 +1,00
EW seca 731,57 £153,23 9,81 +1,73 521 #1,19 14,69 +0,95 1,33 +0,44
WW seca 878,80 +234.34 10,43 +1,86 5,07 +1,45 15,07 +0,94 1,27 +0,46
EE chuva 692,42 £116,36 9,44 +1,94 4,88 +1,32 14,24 +0,83 2,08 +0,47
EW chuva 713,55 £119,42 9,27 +1,60 4,96 +0,89 14,31 +0,92 2,00 +0,31
WW chuva 760,30 +£104,94 9,27 +1,65 4,38 +0,67 14,58 +0,86 1,63 +0,47
EE 725,46 +£167,10 9,88 +1,90 5,03 +1,16 14,62 +0,92 2,21 +0,56
EW 730,40 +£147,13 9,47 +1,66 5,05 +1,07 14,40 +0,89 1,91 +0,46
WWwW 801,78 +157,59 9,68 +1,77 4,68 +0,96 14,70 +0,94 1,70 +0,53

% etras indicam diferengas, quando comparadas entre linhas de colunas de mesmo agrupamento (P<0,05).

O volume médio total dos CLs provenientes de ovulagao simples, 884,74 mm? ,
foi maior (P<0,05) comparados a CL de multiplas ovulacdes, 710,06 mm>. O mesmo
ocorreu com o tamanho do foliculo ovulatério em ovulagdes simples ou multiplas,
onde o diametro folicular foi maior (P<0,05) em ovulac¢des simples (Figura 2.5). Com
relagdo ao volume luteal total por individuo o valor médio do volume luteal dos CLs
com multiplas ovulacdo foi maior que o volume luteal que as ovelhas com ovulagdes

simples (P<0,05), 1534,2 mm? e 884,7 mm?> respectivamente.
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Figura 2.5 Representagao grafica do diametro de foliculos ovulatérios (a) e corpos luteos
(b) provenientes de ovulagdes simples ou multiplas.
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6 DISCUSSAO

De acordo com conhecimento prévio, esse € o primeiro estudo completo da
dindmica folicular ovariana durante o ciclo estral em ovelhas Santa Inés com diferentes
gendtipos FecG" ¢ com a realizagio em diferentes épocas do ano. Usando uma
abordagem estatistica para dados ultrassonograficos, mostra-se que os ciclos estrais
observados tiveram uma duragdo média que corrobora com a descrita por Goodman,
(1994) para outras ragas de ovinos, apresentando uma média de 17 + 1 dia. Esta
caracteristica sofre pouca influéncia da raga e da idade (Hafez, 1952), porém observa-se
que houve um efeito significativo nas diferentes épocas avaliadas, pois durante a época
de chuva os animais apresentaram um comprimento de ciclo estral menor em relacao a
época de seca, 0 mesmo ocorreu com o tamanho da fase folicular. O que contradiz o
niamero de ondas foliculares em que na época de seca a maioria das ovelhas tiveram 3
ondas foliculares, e na época de chuva foi igual o niimero de ciclos com 3 e 4 ondas
foliculares.

Durante o ciclo estral, foi observado com maior frequéncia um padrao de 3 e 4
ondas de desenvolvimento folicular, em ovelhas Santa Inés, corroborando com o trabalho
de Oliveira (2011). Estes também foram resultados demonstrados por Ginther et al.,
(1995) que observaram um padrdo de 4 ondas em ovelhas Polypay. Trabalhos também
relataram como 3 o padrao do nimero de ondas para ovelhas Whitefaced (Ravindra et al.,
1997) e Suffolk (Noel et al., 1993). Considerando também a dificuldade da avaliagao por

ultrassonografia, devido principalmente aos pequenos tamanhos dos foliculos, alguns
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estudos ndo conseguiram demonstrar um padrao ondulatério em ovinos (Schrick et al.,
1993).

Um dos objetivos principais deste trabalho foi a caracterizagdo das
particularidades da dinamica folicular de ovelhas Santa Inés com a mutacdes no
polimorfismo no gene GDF-9, denominado de FecG" (Silva et al., 2011), e compara-las
com os gendtipos homozigose recessiva (EE), dominante (WW) e heterozigose (EW). De
acordo com os resultados observados o gendtipo EE foi mais prolifico que os demais,
independente da época do ano. Também foi demonstrada uma escala decrescente de
prolificidade: EE>EW=WW. Além disso, uma frequéncia ovulatoria maior no periodo de
chuva comparado a seca, provavelmente devido a oferta alimentar nesse periodo, ou até
mesmo, uma evidéncia de um possivel efeito do fotoperiodo e/ou estacionalidade
reprodutiva. Ademais, sabe-se que a raga e a estagdo podem influenciar a incidéncia de
ovulagdo em ovelhas (Lamberson e Thomas, 1982).

Os ciclos estrais naturais apresentam em torno de 3 a 7 dias de intervalo entre a
emergéncia de ondas foliculares (Menchaca et al., 2010). Os resultados variaram entre
3,30 a 6,67 dias de média, ndo tendo diferencas significativas independentemente do
genotipo animal e/ou o periodo em que foram executadas as avaliagdes. Oliveira (2011)
afirma que o numero de ondas foliculares pode interferir nos dias de emergéncias dessas
ondas, fato este relatado no presente trabalho em que ovelhas com 4 ondas apresentaram
intervalos entre emergéncia de ondas menores que as com 3 ondas.

Aspectos enddcrinos motivam a emergéncia folicular, a qual ¢ controlada pelo
incremento das concentragcdoes de FSH (Oliveira, 2011). Foliculos que iram desenvolver-
se e um grupo, entre 1 a 4 foliculos, a serem selecionados até um didmetro pré ovulatorio
(<5 mm) antes de iniciar o processo de regressao ou ovulacdo (Evans, 2003). Intervalos
maiores do grupo de foliculos proximo ao didmetro pré ovulatério, entre 1 a 7 foliculos
obteve-se no trabalho em Santa Inés.

Com relacdo ao processo de dominancia folicular, ndo foi possivel estabelecer
com precisdo o momento da dominancia no estudo. Pois, o desenvolvimento de foliculos
maiores que 3 mm, aparentemente nao sofreram com a dominancia dos foliculos de
maiores diametros. J& grande parte dos foliculos com didmetros menores que 3 mm,
sofreram atresia. Porém, devido ao pequeno didmetro dos foliculos, essa observagao pode

ter sido mascarada. Adams et al., (1999), Gonzalez-Bulnes et al., (2005) e Ravindra et
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al., (1994) sugerem que, durante o inicio da fase lutea e da fase folicular do ciclo estral, o
maior foliculo pode suprimir parcialmente o crescimento de foliculos menores. Porém a
emergéncia de uma nova onda comeca antes do inicio da fase estatica da onda anterior.
Essa situacdo de codominancia pode ocorrer em ovelhas de multipla ovulagao (Evans,
2003).

O diametro méaximo dos foliculos de maior tamanho de cada onda foi maior na
onda ovulatéria dos ciclos com 3 ondas. Fato que também foi observado em animais do
genotipo WW frente a animais de outros gendtipos. O mesmo foi observado por Seekallu
et al. (2009) que apontam a variagdo nas concentracdes séricas de FSH existente entre
animais prolificos e ndo prolificos como responsavel pela diferenga no didametro maximo
do foliculo de maior tamanho. Driancourt et al. (1986), também observaram foliculos pré
ovulatorios maiores em ovelhas ndo prolificas.

Os foliculos pré-ovulatorios apresentaram um menor didmetro durante a época de
chuva. Também foi nesta época que se observou uma maior frequéncia de ovulagdes
duplas, uma provavel consequéncia dos foliculos pré ovulatérios menores. Animais do
genotipo EE também apresentaram significativamente um maior nimero de ovulagdes,
comparados a EW e WW. Assim, como para a observacao entre as €épocas do ano, quanto
maior o nimero de ovulagdes menor o didmetro dos foliculos ovulatérios. De acordo com
Driancourt et al. (1986) e Scaramuzzi et al. (1993), diametros menores de foliculos pré
ovulatorio parecem ser uma caracteristica comum as racas prolificas. As causas
conhecidas de uma maior taxa de ovulacdo em animais mutantes e prolificos esta no
desenvolvimento dos foliculos, devido ao aumento da capacidade de resposta ao FSH e a
aquisicao precose de receptores de LH pelas células da granulosa (Henderson et al, 1987;
Shackell et al, 1993).

Os foliculos pré ovulatérios podem atingir didametros entre 5 ¢ 7 mm (De Souza et
al., 1998; Evans et al., 2000; Duggavathi et al., 2003), antes da ovulacdo. Ha cada vez
mais evidéncias de que o tamanho do foliculo pré ovulatério, determina o tamanho do
subsequente CL. Entretanto, os CLs também podem exercer efeitos inibitdrios locais
sobre o crescimento do CL coexistente (Bartlewski et al., 1999a). Durante o trabalho foi
observado que em alguns ciclos estrais, a pentltima onda folicular mantém foliculos
antrais até o final do ciclo e sdo associados aos foliculos ovulatérios emergentes da

proxima onda, independente da época do ano e/ou genotipo das ovelhas. Relatos de
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(Bartlewski et al., 1999b) relatam essa permanéncia da pentltima onda folicular apenas
para ovelhas prolificas, sendo provavel que a regressao desses foliculos em ovelhas
prolificas ¢ impedido pelo préoximo aumento das concentragdes séricas de FSH
(Bartlewski et al., 1999a). No entanto, ndo se sabe ao certo se o aumento da taxa de
ovulacdo em ovelhas ¢ causado pelo aumento da secrecdo de FSH (Scaramuzzi et al.,
1993; Campbell et al., 1995; Driancourt et al., 1996; Fry et al., 1996).

A frequéncia de ovulagdes no presente estudo foi maior no ovario esquerdo,
semelhante ao estudo de Munoz-Gutierrez et al, (1998) e contraria a relatos de que o
ovario direito ¢ mais responsavel pela ovulaciao simples e dupla do que o esquerdo em
ovelhas (Alosta et al., 1998; Dickie et al., 1999; Shabankareh et al., 2009). Outros
pesquisadores ndo encontraram nenhuma diferenga no numero de ovulagdes entre os
ovarios esquerdos e direitos (Ali et al., 2006). A provavel razdo para isto € a assimetria de
ovario, € possivel que os fatores paracrinos/autocrinos e diferencas na vascularizagao dos
ovarios contribuam para essa variagcdo (Alosta ef al., 1998).

A taxa de ovulagdo e o nimero e/ou o tamanho dos foliculos antrais disponiveis ¢
muito baixa, sendo assim a quantidade de foliculos ndo interfere na taxa de ovulagao.
Observagdes semelhantes em outros trabalhos com ovelhas prolificas, como Booroola e
Merino (Driancourt et al., 1985; Mcnatty et al., 1986) corroboram com os achados. Além
disso, pesquisas comparando ovelhas parcialmente ovariectomizadas (1 ovario) e nao
ovariectomizadas (2 ovarios), nao foi observado alteragdo na taxa de ovulagdo
independente da ovelhas, ou seja, com mais ou menos foliculos presente no ovério
(Findlay et al., 1977). Outro resultado importante foi a quantidade de foliculos pequenos
encontrados na seca, que foi maior do que no periodo chuvoso. Entretanto, dados em
ovelhas Booroola indicam uma baixa populacdo folicular de foliculos com didmetros
pequenos (Driancourt et al., 1985). Estudos de dinamica folicular afirmam que a selegao
de foliculos ovulatorios pode ocorrer tanto antes como depois da luteodlise (Findlay et al.,
1977) e que os mesmos podem ser recrutados a partir de uma vasta gama de tamanhos
(Tsonis et al., 1984).

O nuamero total de foliculos pequenos nao sofreu alteragdes ao longo do ciclo
estral, exceto no periodo pré ovulatério que houve uma diminui¢do. As observagdes
foram semelhantes com os resultados em ovelhas Ossimi (Ali ef al, 2006). Porém

contrarios a alguns resultados em que o numero médio de foliculos nao variou
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significativamente entre as épocas do ano (Noel ef al., 1993). Conclui-se, que a
emergéncia das ondas foliculares em ovelhas, envolve um estavel recrutamento do “pool”
de foliculos (Duggavathi et al., 2004).

Em ovelhas com 3 ondas foliculares, os animais com gendtipos EE e EW, tiveram
a fase de crescimento folicular menor em relagdo ao genétipo WW, isso ocorreu nos
foliculos que surgiram durante o periodo final (ultima onda) do ciclo estral. Quando
comparadas as diferentes estacdes, a €poca de chuva mostrou que a fase de crescimento e
regressao foi menor em meados da fase lutea (segunda e terceira onda), do que na época
de seca. Estes resultados podem ter relagdo com a maior presenga de estruturas luteas,
devido a dominancia da progesterona produzida, que pode ser levada em consideracao
pela diminui¢do do apoio gonadotrofico, pois o nimero de CLs no periodo chuvoso foi
significamente maior que na seca, ¢ ainda maior no genétipo EE. Os efeitos da
progesterona sobre o apoio gonadotréfico também refletiu no intervalo entre ondas, que
durante a fase lutea teve intervalos mais curtos (Bartlewski et al., 1999a). Também que
concentragdes séricas de progesterona menores que as normais (<l ng/ml) resultou em
foliculos maiores do que o normal em ovelhas. Influénciados também pelo estradiol
ovariano e a inibina, que sao os principais reguladores negativos de feedback de secregao
de FSH (Clarke et al., 1986; Campbell et al., 1991; Mann et al., 1992; Campbell et al.,
1995).

O mecanismo pelo qual a progesterona afeta o desenvolvimento folicular € através
da diminuicao da frequéncia de pulsos de LH, que ¢ fundamental para o crescimento
continuo de foliculos grandes (Savio et al., 1993). A progesterona pode exercer efeitos
locais sobre o crescimento de grandes foliculos antrais, independente de mudangas na
secrecao de gonadotrofinas (Scaramuzzi et al., 1999; Bartlewski et al., 2001).

Em ovelhas com 4 ondas a taxa de regressao foi menor para o genétipo EE em
relagdo aos demais na primeira onda do ciclo estral. Ja nas diferentes estagdes a fase de
crescimento da primeira onda foi maior no periodo chuvoso. O motivo destas diferencas
parecem nao ter uma clara explicacdo. Na fase estatica ndo foram observadas diferencas

3

entre os genoétipos, diferente do observado em ovelhas Finn e Western “white-faced”
(Bartlewski et al., 1999a).
Durante o ciclo estral foi observado uma fase lutea média de 10 dias, iniciando-se

aproximadamente no quarto dia apos a ovulacao. Apds o inicio da observacao dos CL a
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precisdo das imagens foi aumentando com o passar dos dias, onde um CL com bordas
mais evidentes pode ser observado. O didmetro maximo foi observado por volta do dia
10. Os resultados foram semelhantes ao trabalho descrito por Dickie et al., (1998). Nas
diferentes estacdes em que o experimento foi realizado observou-se que no periodo
chuvoso, a fase luteal foi mais curta que durante a seca, pois o dia do volume maximo foi
9,32 contra 10,30 na seca. Este fato pode ser resultado do maior nimero de ovulagdes na
chuva, e consequentemente um volume menor de CLs comparados aos observados na
seca. Sugerindo que ha diferencas no desenvolvimento luteal em ovelhas com ovulagdes
simples e multiplas. Estas diferencas no desenvolvimento luteal também foram
encontradas por Shabankareh et al., (2009).

Foram observadas diferencas no volume de CL com ovulagdes simples e duplas, o
volume total por individuo de corpo luteo foi maior em animais com ovulagdes duplas. Ja
o volume médio total foi menor em ovulagdes multiplas. No entanto, ndo observou-se
diferengas significativas do volume médio de CLs em relagdo aos gendtipos e/ou
estagcdes, mas em todas as situagdes ovelhas WW e o periodo de seca, tem o volume de
CL maior que ovelhas EE e o periodo de chuva. Resultados parcialmente semelhantes aos
de Shabankareh et al., (2009) que avaliaram também os volumes individuais dos CLs
simples ou multiplos. O volume médio de corpos luteos individuais em ovinos diminui
com o aumento da taxa de ovulagao.

A incidéncia relativamente alta de dupla ovulacdo em ovelhas ¢ associada ao
aumento do volume luteo total e altas concentragdes circulantes de progesterona. Ovelhas
com ovulagdes multiplas tendem a ter concentracdes de progesterona maiores que as
ovelhas com ovulagdes simples (Quirke et al, 1979). Ademais, estudo mostra que o
volume do CL ¢ um fator determinante da concentragdo de progesterona durante a fase
inicial e final do crescimento CL. No entanto, o volume Iuteo ndo determina a

concentragdo maxima de progesterona durante o ciclo estral (Shabankareh et al., 2009).
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7 CONCLUSAO

Conclui-se que hd uma grande semelhanga na dinamica de desenvolvimento
folicular e luteal dos diferentes gendtipos da raca Santa Inés, criadas em diferentes
condi¢des climaticas. As diferengas encontradas ndo afetam a atividade ovariana
intrinseca durante o ciclo estral, apenas potencializam sua atividade. De forma que
podemos afirmar que o gendtipo EE (mutante) ¢ mais prolifico comparado aos demais
genotipos (EW e WW). Também que durante a época de chuva, caracterizada por uma
maior oferta forrageira, a frequéncia de observacdes de ovulagdes multiplas ¢ maior do
que na época de seca. Além disso, observa-se que o didmetro do foliculo ovulatério e o
volume total dos CLs sdo inversamente proporcionais aos numeros de ovulagdes por ciclo
estral. Os resultados deste trabalho descrevem um padrao de dinamica ovariana para
ovelhas Santa Inés, além de caracterizar diferencas pontuais entre os diferentes genotipos

estudados.
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