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RESUMO

AVALIACAO DE DIFERENTES ALTERNATIVAS PARA AUMENTAR A
EFICIENCIA DA SINCRONIA DO ESTRO E OVULACAO EM OVELHAS
DESLANADAS
Nathalia Hack Moreiral, Alexandre Floriani Ramos 12
'Faculdade de Agronomia e Veterinaria - UnB, Brasilia-DF, 2 Embrapa Recursos Genéticos e

Biotecnologia, Brasilia-DF.

A inseminacdo artificial é uma poderosa ferramenta para os programas de melhoramento
genético e conservacdo de racas, porém, é menos difundida em ovinos. Isso ocorre devido aos
resultados irregulares e baixos de fertilidade ap6s a sincronizacdo do estro e inseminacao
artificial em tempo fixo (IATF). Um dos fatores que pode contribuir para a piora nesse resultado
é a assincronia do estro e da ovulagdo apds o tratamento hormonal. Neste estudo objetivou-se
avaliar diferentes alternativas para aumentar a eficiéncia dos protocolos de sincronizacéo do
estro utilizados em programas de IATF em ovinos. Entre as abordagens utilizadas estdo (1) o
uso de diferentes promotores do desenvolvimento folicular (eCG e FSH:LH) em diferentes
épocas do ano (periodos chuvoso e seco); (2) o uso do protocolo longo com MAP em diferentes
épocas do ano (periodos chuvoso, seco e transi¢des); (3) o uso do estradiol associado a
progesterona (4) o uso de diferentes doses de eCG e momentos de aplicacéo; e (5) o uso de dois
protocolos curtos com diferentes fontes de progesterona (MAP e P4). Em todos os
experimentos, diferentes avaliagdes quanto a manifestacédo estral, condicao folicular, lutea e
hormonal foram realizadas para determinar a eficiéncia das alternativas propostas. Apesar do
protocolo longo com MAP apresentar um melhor desempenho na sincronia do estro e/ou
ovulagéo na época seca do que na época chuvosa, 0s resultados mostraram que esse protocolo

n&o sincroniza eficientemente a ovulacdo, 0 que poderia afetar negativamente as taxas de
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fertilidade ap6s IATF. A sincronia do estro e ovulagdo também é prejudicada quando se utiliza
400 Ul de eCG, 24 horas antes da remogdo do pessario de progesterona. O uso de diferentes
fontes de estradiol, em conjunto com a progesterona, auxilia no recrutamento de uma nova onda
e padroniza a condicdo folicular ovariana, portanto essa abordagem pode ser usada em estudos
futuros, para atingir essa finalidade. A utilizagéo da progesterona tanto em um protocolo longo,
quanto no curto, resulta em uma boa sincronia da ovulagéo, contudo, o protocolo curto parece
apresentar uma maior eficiéncia em sincronizar o tempo das ovulagdes. Essa abordagem em um
programa de IATF com a utilizacdo de sémen congelado, ndo melhora as taxas de fertilidade
utilizando a inseminacéo artificial por via cervical superficial, contudo, quando a inseminacgéo

é realizada por via laparoscopica resulta em valores proximos a 70% de taxa de fertilidade.

Palavras chaves: protocolo hormonal, ovulacéo, fertilidade, inseminacdo, sémen congelado.



ABSTRACT

DIFFERENT ALTERNATIVES ASSESSMENT TO IMPROVE EFFICIENCY
ESTRUS AND OVULATION SYNCHRONY IN HAIR SHEEP

Nathalia Hack Moreira!, Alexandre Floriani Ramos **
!College of Agronomy and Veterinary Medicine - University of Brasilia, DF, > Embrapa

Genetic Resources and Biotechnology, Brasilia, DF

Artificial insemination is a powerful tool for breeding programs and conservation of breeds,
however, it is less widespread in sheep. This is due to irregular and low fertility results after
estrus synchronization and fixed-time artificial insemination (FTAI). One of the factors that
may contribute to the decline of this result is the is the asynchrony of estrus and ovulation after
hormonal treatment. This study aimed to evaluate different alternatives to increase the
efficiency of estrus synchronization protocols used in FTAI programs in sheep. Among the
approaches used are (1) the use of different promoters of follicular development (eCG and
FSH:LH) in different seasons (rainy and dry); (2) using the long-term protocol with MAP in
different seasons (rainy, dry and transitions); (3) the use of estradiol associated with
progesterone (4) the use of different doses of eCG and application times; and (5) the use of two
short-term protocols with different sources of progesterone (MAP and P4). In all experiment,
different assessments of the estrous manifestation, follicular, luteal and hormonal condition
were performed to determine the effectiveness of the proposed alternatives. Despite long-term
protocol with MAP perform better in synchrony of estrus and/or ovulation in the dry season
than in the rainy season, the results showed that this protocol does not effectively synchronize

ovulation, which could negatively affect fertility rates after TAI. Synchrony of estrus and
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ovulation is also impaired when using 400 UI of eCG 24 hours before removal of progesterone
pessaries. The use of different sources of estradiol in combination with progesterone, helps to
recruit a new wave and standardizes the ovarian follicular condition, so this approach can be
used in future studies to achieve this purpose. The use of progesterone in both a long protocol
as in short, results in a good synchronization of ovulation, however, the short protocol seems
to have a higher efficiency in synchronizing the time of ovulation. This approach in a FTAI
program with frozen semen does not improve fertility rates using superficial cervical artificial
insemination, however, when insemination is performed laparoscopically it results in values

close to 70% fertility rate.

Keywords: hormonal protocol, ovulation, fertility, insemination, frozen semen.



CAPITULO 1

REVISAO DE LITERATURA



1 INTRODUCAO

A inseminacdo artificial em ovinos é uma poderosa ferramenta para 0s
programas de melhoramento genético e para a disseminacdo de material genético
criopreservado. No entanto, essa biotecnologia é menos difundida em ovinos do que nas outras
espécies domésticas, como em bovinos. Isso ocorre pela maior dificuldade no uso do sémen
congelado e pelas variadas taxas de fertilidade. Para contornar essa situacdo, o ideal seria o
desenvolvimento e implementacdo de protocolos de sincronizacdo do estro, que permitam uma
6tima sincronia da ovulacéo, em um curto periodo de tempo, viabilizando o uso de técnicas de
inseminacdo simples.

O protocolo mais utilizado para a inducdo do estro sincronizado consiste na
associacdo da progesterona ou progestageno (lida et al., 2004; Zeleke et al., 2005) a
gonadotrofina coridnica equina (eCG) (Abecia et al., 2012). Entretanto, embora muitas vezes,
sejam obtidos altos indices de fertilidade, existe uma inconsisténcia nesses resultados (Uribe-
Velasquez et al., 2009) o que poderia ser explicado pela baixa sincronia do estro/ovulacéo nos
tratamentos hormonais empregados (Moreira et al., 2014). Varios fatores também podem estar
envolvidos na inconsisténcia desses resultados que poderiam refletir sobre a sincronia da
ovulacdo, como: diferencas no manejo (Silva & Araljo, 2000), a formacao de anticorpos anti-
eCG ap0s sucessivos usos da gonadotrofina coridnica equina (eCG) no mesmo animal (Bodin
et al., 1997; Roy et al., 1999), a influéncia racial (Boscos et al., 2002), a fatores ambientais e
condicéo folicular ovariana (Barrett et al., 2004; Zonturlu et al., 2011), a utilizag&o de diferentes
protocolos hormonais (Ungerfeld & Rubianes, 2002; Ozyurtlu et al., 2011) e a técnica utilizada
na inseminacdo artificial (Salamon & Maxwell, 1995).

Ao longo das Gltimas décadas algumas alternativas vém sendo estudadas e
desenvolvidas para aumentar a eficiéncia da sincronizagdo do estro em ovinos. Além da

utilizacdo de diferentes fontes de progesterona (Ungerfeld & Rubianes, 2002; Fleisch et al.,



2012) pode-se destacar o uso de diferentes promotores do desenvolvimento folicular (Boscos
et al., 2002; Bicudo et al., 2009; D'souza et al., 2014; Moreira et al., 2014), diferentes tempos
de aplicacdo de eCG (Koyuncu & Alticekic, 2010; Hristova et al., 2011), diferentes épocas do
ano (Duggavathi et al., 2004; Reyna et al., 2007), o uso do estradiol associado a progesterona
para o recrutamento de uma nova onda folicular (Barrett et al., 2008; Ungerfeld, 2009),
diferentes métodos utilizados na inseminacao artificial (Anel et al., 2005; Allaoui et al., 2014),
entre outras. Porém, apesar dos esforcos empregados, 0s avanc¢os obtidos na sincronizacao do
estro e ovulagéo, ainda s&o insuficientes para incrementar a taxa de fertilidade de forma
consistente e a demanda por mais pesquisas nesta area ainda é uma realidade.

Para ultrapassar esse obstaculo é preciso um grande entendimento sobre a
influéncia dos diversos fatores que podem afetar os resultados de fertilidade ap06s a inseminacéo
artificial em tempo fixo, entretanto, é necessario que os fatores que afetam o estro, a ovulacao
e a formacgdo de um corpo luteo funcional, durante os protocolos de sincronizagdo do estro,
sejam controlados primariamente. Poucos dados estdo disponiveis sobre o desempenho de
protocolos de sincronizacdo do estro em ovinos deslanados da racga, criados em condigdes
tropicais, com relacdo a época do ano, a utilizacdo de diferentes promotores do
desenvolvimento folicular, a dose ideal de eCG e momentos de sua aplicagdo, a utilizacdo de
hormdnios que causem o recrutamento de uma nova onda folicular e ao uso de diferentes fontes

de progesterona no protocolo de sincronizacao.

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar alternativas para aumentar a eficiéncia dos protocolos de sincronizagao
do estro utilizados em programas de inseminacdo artificial em tempo fixo em ovinos,

considerando-se os efeitos da época do ano.



2.2 Objetivos especificos

1. Avaliar o efeito da época chuvosa e seca sobre a fisiologia do ciclo estral de ovelhas
sincronizadas com o protocolo longo.

2. Avaliar o desempenho do FSH:LH como alternativa ao eCG em protocolo de
sincronizacao do estro de ovelhas nas épocas chuvosa, seca e transigdes.

3. Avaliar as doses de 300 ou 400 Ul de eCG e a sua aplicacdo 24 horas antes ou no
momento da remocdo da progesterona, sobre a indugdo e sincronia do estro e da
ovulacéo

4. Avaliar os efeitos do estradiol-17p, benzoato de estradiol e cipionato de estradiol sobre
a liberacdo de horménio foliculo estimulante (FSH) e dindmica folicular ovariana em
ovinos deslanados.

5. Avaliar o efeito da progesterona ou do acetato de medroxyprogesterona sobre a
sincronia do estro e ovulacdo; e avaliar o efeito de dois momentos de inseminagédo
artificial por via cervical superficial sobre a fertilidade em ovelhas com sémen

congelado.



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Ciclo estral

Compreender o padrdo de ciclo estral € um passo importante para o
desenvolvimento de técnicas que maximizem a fertilidade em ovelhas. O padrdo da funcéo
reprodutiva da ovelha é determinado por dois ritmos distintos. O primeiro deles € o ciclo estral,
que ocorre de forma constante a cada 16 a 17 dias em média, com 95% de ovelhas apresentando
ciclos normais dentro de uma faixa de 14 a 19 dias. O segundo € o ciclo sazonal de atividade
ovariana, que na maioria das racas de ovinos, se iniciam no final do ver&o ou inicio do outono
(estacdo reprodutiva), seguido por um periodo anovulatério que abrange o final da primavera
até meados do verdo (anestro estacional) (Evans, 2003; Goodman & Inskeep, 2006; Abecia et
al., 2011).

3.1.1 Sazonalidade reprodutiva

A estacionalidade reprodutiva, como parte de um processo de selegdo natural, é
um mecanismo de adaptacdo desenvolvido por alguns mamiferos como estratégia para
minimizar o impacto negativo do ambiente (temperatura, umidade e disponibilidade de
alimentos) sobre a sobrevivéncia de suas crias, de forma que 0S nascimentos ocorram nas
épocas mais favoraveis do ano, com abundancia de pastos e temperatura ambiental confortavel
(Williams & Helliwell, 1993; Malpaux et al., 1996; Bicudo et al., 2009). O fotoperiodo € o fator

determinante da sazonalidade reprodutiva, no entanto, existem outros fatores que modulam esse



padrdo de comportamento, assim como, as condi¢cbes ambientais, 0 comportamento social e a
raca (Williams & Helliwell, 1993; Rosa & Bryant, 2003; Delgadillo et al., 2009; Macias-Cruz
etal., 2013). A origem da raca determina o comportamento reprodutivo estacional, portanto, as
racas originadas em latitudes altas (>35°) apresentam uma estacionalidade reprodutiva
marcante, e as ovelhas de origem mediterranea ou equatorial, expressam uma estacionalidade
reprodutiva reduzida e em algumas ocasides inexistente (Malpaux et al., 1996; Goodman &
Inskeep, 2006; Bicudo et al., 2009).

Nesse contexto, ovelhas Suffolk, mesmo em baixas latitudes (19°N), possuem
periodos de anestro sazonal associado as mudancas anuais de fotoperiodo. Entretanto, algumas
racas, assim como a Pelibuey, criada em regides do México com a mesma latitude, podem
apresentar trés modelos de resposta ao fotoperiodo. No primeiro, estdo incluidas
aproximadamente 40% de ovelhas que sdo sensiveis as pequenas modificacdes no fotoperiodo;
no segundo, 60% das fémeas sdo insensiveis as variagdes na amplitude do fotoperiodo
equatorial e ovulam o ano todo; e terceiro, formado por algumas ovelhas extremamente
insensiveis ao fotoperiodo, mantendo sua atividade reprodutiva mesmo quando expostas a
fotoperiodos caracteristicos de altas latitudes (> 35°) (Arroyo et al., 2007).

Duas hip6teses poderiam explicar esses trés padrdes distintos de mecanismos
fisiol6gicos para racas locais sob latitude tropical: ou as fémeas sdo insensiveis ao fotoperiodo,
ou as alteragdes no fotoperiodo sdo pequenas demais para afetar a fisiologia das fémeas
(Chemineau et al., 2004).

No Brasil, os rebanhos sdo compostos por ragas europeias e racas localmente
adaptadas, lanadas ou deslanadas. A raga Santa Inés, que é adaptada ao nordeste brasileiro, foi
formada a partir do cruzamento entre a raca Bergamacia (lanada) e a raga Morada Nova
(deslanada), possui boas taxas reprodutivas e ndo possui anestro estacional nessa regido (Silva
et al., 1987). A caracteristica de fertilidade ao longo do ano, nessa raca, despertou interesse em
varios pesquisadores em diferentes regibes brasileiras, sobre 0 seu comportamento reprodutivo.

Nesses trabalhos foi observado que a raca Santa Inés além de apresentar
variacoes individuais do comportamento estral ou da atividade hormonal e ovariana, a medida
que a latitude aumenta, esses animais passam a exibir variagbes sazonais no padrdo de
comportamento estral, podendo ser observado desde alteracdes nas taxas de ovulagdes (Silva et
al., 1987), presenca de ciclos estrais irregulares (curtos, longos e madltiplos), ovulagdes
silenciosas (Sasa et al., 2002; Rodrigues et al., 2007) até periodos de anestro sazonal (Sasa,
2006; Moraes et al., 2013; Balaro et al., 2014).



3.1.2 Comportamento de estro

Quando abordada por um carneiro, a ovelha em estro se mantem parada com a
cabeca abaixada. Muitas vezes ela abana o rabo e olha por cima do ombro ao estimulo do
carneiro na regido do flanco ou na regido anogenital. No auge do estro, a ovelha pode procurar
ativamente um carneiro. O comportamento de corte é geralmente seguido por monta e copula.
Em geral, o comportamento de estro dura 24 a 36 horas, embora a sua duracao possa ser superior
em aproximadamente 50% em racas altamente proliferas (Goodman & Inskeep, 2006).

O inicio do estro € correlacionado com um aumento repentino de horménio
luteinizante (LH) pré-ovulatorio, de modo que, a(s) ovulacéo(6es) ocorre(m) em média de 24 a
30 horas apds o inicio do comportamento de estro. Por causa dessa correlacao, o inicio do estro
é normalmente utilizado como um marcador para cronometrar os eventos do ciclo estral ovino
(Goodman & Inskeep, 2006).

3.1.3 Dinamica folicular ovariana

A manipulacdo da reproducdo depende frequentemente do controle do
desenvolvimento folicular. A necessidade deste conhecimento tem impulsionado investigacdes
para melhor compreender o padrdo de desenvolvimento folicular no ovério, e em particular,
assimilar as relacGes estabelecidas entre os foliculos que se desenvolvem, em um mesmo
periodo, nos ovarios (Evans et al., 2000).

Na ovelha, o desenvolvimento de foliculos antrais ovarianos ocorre em um
padrdo de onda (Ravindra et al., 1994; Evans et al., 2000; Seekallu et al., 2010; Toosi et al.,
2010). O desenvolvimento folicular de cada onda é precedido por um aumento nas
concentragdes séricas do hormonio foliculo estimulante (FSH) (Evans et al., 2000; Duggavathi
et al., 2003), com duracdo de 3 a 4 dias, com o pico de FSH ocorrendo dentro de 24 h da
emergéncia da onda (Ginther et al., 1995; Driancourt, 2001).

O intervalo médio inter-onda € de 3 a 5 dias, com trés ou quatro ondas foliculares
no intervalo interovulatério em ovelhas ciclicas (Ravindra et al., 1994; Ginther et al., 1995).
Uma onda folicular é determinada pelo crescimento sincronizado de um grupo de foliculos

(emergéncia), seguido por um ou mais foliculos que continuam a crescer (foliculos



dominantes), enquanto outros regridem (foliculos subordinados) (Evans et al., 2000). Um a trés
foliculos antrais ovarianos emergem ou crescem a partir de um pool de foliculos pequenos (1 a
3 mm de didmetro), atingindo didmetro de > 5 mm antes de regressao ou da ovulagdo (Evans et
al., 2000; Driancourt, 2001).

A dominancia folicular em ovinos ndo é bem estabelecida. Sabe-se que 0 nimero
de foliculos pequenos ou médios permanecem estaveis ao redor dos dias da emergéncia da onda
(Duggavathi et al., 2003). Além disso, conjectura-se que o foliculo pré-ovulatério exerce
dominio sobre outros foliculos durante a fase folicular, uma vez que, o maior foliculo se
desenvolve e os subordinados séo inibidos e entram em atresia (Ravindra et al., 1994; Evans et
al., 2000; Gonzalez-Bulnes et al., 2004). Mas 0 mesmo efeito ndo acontece sobre o crescimento
folicular da onda subsequente, pois uma nova onda folicular pode surgir mesmo na presenca de
um foliculo grande da onda anterior que parou de crescer ou gue se encontra ao final da fase
estatica (Bartlewski et al., 1999; Evans et al., 2000; Flynn et al., 2000).

As concentracdes séricas de estradiol também aumentam concomitantemente
com o crescimento dos foliculos em cada onda, com um pico ocorrendo por volta do final da
fase de crescimento do maior foliculo (Driancourt, 2001), entretanto, em comparacao com as
outras ondas, a ovulatoria é a que possui as maiores concentrac@es de estradiol, devido a um
aumento na frequéncia de pulsos de LH durante o final da fase lutea, que estimula a producéo
de estrogeno (Toosi et al., 2010). O estradiol e a inibina regulam a secrecdo de FSH na ovelha
através de mecanismos de feedback negativo (Palermo, 2007). Durante a fase lutea, a
progesterona bloqueia a estimulacdo de liberacdo do pico pré-ovulatorio de LH pelo estradiol
nas ondas antecedentes a pré-ovulatoria (Toosi et al., 2010).

As concentracdes de progesterona (P4) sdo geralmente indetectaveis no inicio
do ciclo e, em seguida, sobem gradualmente entre 2 a 8 dias para atingir concentra¢fes maximas
de 1,5 a 3 ng/mL, dependendo da raca. As concentracdes de P4 permanecem relativamente
constantes entre os dias 8 a 14 e, em seguida, caem rapidamente para concentracdes
normalmente indetectaveis nos proximos 1 a 2 dias (Goodman & Inskeep, 2006). Este padréo
de concentracbes de P4 é notavelmente constante entre as racas. No entanto, racas mais
proliferas podem apresentar concentragdes ligeiramente mais elevadas do que ragas com baixas
taxas de ovulacdo (Bartlewski et al., 1999). O periodo do ano também pode influenciar na
concentracdo de progesterona, sendo observados maiores concentragdes no meio da estacdo

reprodutiva, do que no inicio e final da mesma (Goodman & Inskeep, 2006; Balaro et al., 2014).



3.2 Protocolos hormonais

A reproducdo dos pequenos ruminantes pode ser controlada por diversos
métodos desenvolvidos nas ultimas décadas. Alguns destes envolvem a administragdo de
horménios que modificam a cadeia fisioldgica de acontecimentos envolvidos no ciclo estral.
Outros ndo incluem os hormonios, mas apenas "métodos naturais”, tais como controle de luz
ou exposicdo ao macho (Bicudo et al., 2009; Abecia et al., 2011; 2012).

Em ovinos, as modifica¢Bes da cadeia fisioldgica do ciclo estral envolvem a
sincronizacao do estro através de uma reducdo na duracdo da fase lutea do ciclo estral por meio
da utilizacdo da prostaglandina F2a (PGF2a) ou através do prolongamento artificial do ciclo

estral com P4 exdgena ou com progestagenos (Abecia et al., 2011; Amiridis & Cseh, 2012).

3.3 Alternativas para aumentar a eficiéncia dos protocolos de sincronizacdo do estro

ovino

3.3.1 Progesterona e analogos (progestagenos)

Métodos que utilizam a progesterona ou seus analogos pela administracdo
exogena sdo baseados nos efeitos sobre a fase luteal do ciclo, simulando a acdo da progesterona
natural (Abecia et al., 2011; 2012). Assim, o controle da duracdo do corpo liteo ou a
manipulacdo das concentracdes circulantes de progesterona permitem bloquear o estro e a
ovulacdo, devido ao seu efeito de feedback negativo sobre a secrecdo de LH. Apds a remocao
de dispositivos contendo progestageno/progesterona exogenos, esse efeito € revertido de forma
que h& o surgimento do pico pré-ovulatério de LH e a ovulagdo ocorre quase de maneira
controlada, sincronizando o estro e ovulagéo (revisado por [Amiridis & Cseh, 2012]).

O protocolo mais amplamente utilizado na sincronizacdo do estro em ovelhas
baseia-se no tratamento longo (12 a 14 dias) com progestageno/progesterona sob a forma de
implantes intravaginais (esponjas/CIDR) ou de implantes subcutaneos (revisado por [Uribe-
Velasquez et al., 2009; Abecia et al., 2011]). Assim, varios protocolos vém sendo testados ao

longo dos anos para avaliar a eficacia no uso de diferentes fontes de progesterona (Ungerfeld
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& Rubianes, 2002; Zeleke et al., 2005; Safdarian et al., 2006; Fleisch et al., 2012), diferentes
duragdes de tratamento (Vinoles et al., 2001; Ungerfeld & Rubianes, 2002; Fleisch et al., 2012;
Texeira et al., 2016) e diferentes doses (Greyling et al., 1994; Simonetti et al., 2000). Muitos
desses protocolos tém sido efetivos em seu proposito, no entanto, ao se fazer um estudo
aprofundado sobre eles, pode se observar uma ampla variacao de resposta que muitas vezes esta
associado a baixas taxas de fertilidade.

Duas hipoteses poderiam explicar essa baixa taxa de fertilidade nas ovelhas. A
primeira esta associada ao estabelecimento de altas concentracGes de progesterona, em que, a
utilizacdo dos progestagenos, reduz a secre¢do de LH, ocasionando em alteragdes no padréo de
desenvolvimento folicular, com modificagdes no efeito de dominancia, atresia e volume
folicular (Noel et al., 1994; Leyva et al., 1998), uma vez que, o LH é necessario para a
maturacdo final de foliculos pré-ovulatorios (Gonzalez-Bulnes et al., 2004). Além disso, a
menor qualidade desses foliculos apds o tratamento com progestagenos resulta em corpos lteos
morfologicamente normais, porém com baixa producéo de progesterona (Letelier et al., 2011).
Esses efeitos estdo relacionados as diferentes condicGes foliculares ao inicio do tratamento, e
poderiam exercer alguma influéncia sobre a sincronia do estro e ovulacdo e subsequente
fertilidade (Gonzalez-Bulnes et al., 2005).

A segunda hipotese estaria associada a baixas concentracdes de progestageno na
sincronizacao do estro, que poderia também afetar a fertilidade das ovelhas por este prejudicar
o0 transporte e sobrevivéncia de espermatozoides, reduzindo o nimero de ovdcitos fecundados
(Allison & Robinson, 1970), ou a essas baixas concentra¢fes extender o tempo de vida do
foliculo ovulatorio, fazendo com que o foliculo ovulatério liberasse um ovdcito envelhecido e

com baixa viabilidade (Vinoles et al., 1999).

3.3.2 Promotores do desenvolvimento folicular

As gonadotrofinas sdo utilizadas em associagdo a progesterona ou
progestagenos, obrigatoriamente para induzir a atividade estral durante o anestro estacional e
também de forma opcional durante a estacéo reprodutiva, a fim de auxiliar na sincronia do estro
e ovulacdo. Para que os eventos pré-ovulatorios ocorram apos o tratamento com progesterona
ou progestdgeno, é necessario que haja uma quantidade suficiente de gonadotrofinas

disponiveis, e 0 aumento endogeno destes horménios pode ser conseguido atraves da aplicacdo
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exogena da gonadotrofina coridnica equina (eCG) ou do hormdnio foliculo estimulante (FSH)
(Boscos et al., 2002; Abecia et al., 2011).

O hormoénio mais comumente utilizado para este fim é a eCG, que possui
atividades simultaneas de FSH e LH. As doses utilizadas variam entre 250 a 500 Ul,
dependendo de alguns fatores como: a idade (250-300 Ul em cordeiras, 350-500 Ul em ovelhas
adultas), a estacdo (400-500 Ul durante anestro, 300-350 Ul durante a época de reproducao) e
a raca (dose mais baixa para as racas proliferas) (revisado por [Abecia et al., 2012]).

Além da dose mais apropriada, alguns trabalhos buscaram o melhor momento
de aplicacdo do eCG, as 24 horas antes, no momento e 24 horas ap6s a remocdo da
progesterona/progestageno (Ali, 2007; Ustuner et al., 2007; Koyuncu & Alticekic, 2010).
Valores proximos a 80% foram alcancados por Koyuncu & Alticekic (2010) na taxa de paricéo,
guando o eCG foi aplicado no momento da remocao da progestageno, enguanto que uma menor
prolificidade foi obtida em ovelhas tratadas com eCG as 24 horas apds a remocdo do
progestageno. Devido a melhor fertilidade e a0 menor manejo utilizado, o uso de uma dose de
eCG no momento da remocdo do progestageno/progesterona parece ser o mais indicado. No
entanto, os referidos autores utilizaram monta natural, o que possibilita com que mesmo com
uma maior dispersdo das ovulacGes ndo acarrete prejuizo na taxa de fertilidade, sendo
necessario mais estudos que avaliem a sincronia das ovulagfes, a fim de verificar se ha
diferencas reais na resposta, quando se utiliza a eCG em diferentes momentos de aplicacao.

Embora a eficacia da utilizacdo da eCG em muitos casos tenha sido comprovada,
uma das hipoteses para explicar a variacdo na resposta de fertilidade ao protocolo padréo
utilizado nos programas de sincronizagdo do estro ovino, esté relacionado a molécula de eCG
possuir um alto potencial imunogénico, ocasionado pela sua origem heteréloga, alto peso
molecular (45 kDa) e elevado nivel de glicosilagdo (Combarnous et al., 1981; Murphy, 2012).

Alguns autores correlacionaram altos niveis de ligacdo a anticorpos apds
consecutivos tratamentos de sincronizagdo utilizando a eCG a efeitos negativos sobre a
fertilidade subsequente (Bodin et al., 1997; Roy et al., 1999). Outros autores relatam que
repetidas injecdes de eCG néo induziram a producdo de anticorpos e que provavelmente as
mudangas sazonais no padréo de atividade ovariana poderiam influenciar na sensibilidade dos
ovarios as gonadotrofinas (Gherardi & Lindsay, 1980). Devido a presenca de relatos
controversos na literatura sobre a formacéo de anticorpos anti-eCG e a influéncia destes sobre
a sincronizacgdo do estro, se torna dificil predizer qual a real importancia destes achados na sua

utilizagdo nas tecnologias de reproducéo assistida.
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Contudo, a preocupacdo com a formacao de anticorpos e a possibilidade destes
estarem interferindo na sincronizacdo do estro, levou alguns pesquisadores a testar a eficacia
do FSH (Knights et al., 2001; Boscos et al., 2002) ou da associa¢do do FSH com o LH, em
substituicdo ao eCG ap0s a sincronizacdo com progestageno/progesterona (Moreira et al.,
2014). Embora o FSH e o LH apresentem um menor tempo de meia-vida que 0 eCG (Murphy,
2012), foi observado que o FSH:LH sincroniza o estro e a ovulagdo com a mesma eficécia que
a eCG (Moreira et al., 2014). Além disso, estes autores também observaram que embora a a¢édo
de 20 Ul de FSH:LH fosse semelhante a 300 Ul de eCG, ocorreu uma ampla dispersédo no
momento da ocorréncia das ovulagcdes em ambos os protocolos testados. Sugerindo que essa
alteracdo poderia afetar as taxas de fertilidade em programas de inseminacdo artificial,
independentemente do tipo de gonadotrofina utilizada.

Além disso, Boscos et al. (2002) também observaram que a eCG e o FSH
utilizados nos protocolos poderiam exercer influencias diferenciadas na atividade reprodutiva
do ciclo estral subsequente ao protocolo, de acordo com a raca utilizada. A raga Berrichon,
trabalhada pelos autores por exemplo, apresentou indices reprodutivos mais altos quando se
utilizou FSH do que eCG, ocorrendo o inverso na raca Chios.

Alguns dos trabalhos citados acima (Knights et al., 2001; Boscos et al., 2002),
que substituiram a eCG pelo FSH, foram feitos utilizando monta natural apds a sincronizacéo
e ndo avaliaram a sincronia das ovulagdes. A hora e sincronia das ovulagdes séo cruciais para
avaliar o melhor momento para a realizacdo da IATF, sendo necessario novos estudos que

avaliem a eficacia desses protocolos em diferentes regimes, épocas do ano e ragas.

3.3.3 Sincronizagdo em diferentes épocas do ano

Devido as modifica¢Ges no padrdo de comportamento reprodutivo entre as ragas,
alguns autores realizaram trabalhos em diferentes periodos para avaliar a sua influéncia sobre
0 desempenho do protocolo hormonal testado (Knights et al., 2001; Barrett et al., 2004; Zeleke
et al., 2005; Ataman et al., 2006; Balaro et al., 2015; Oliveira et al., 2016). Em ovelhas da raca
Western White Face, a sincronizagéo do estro com MAP e eCG melhorou a resposta e sincronia
ovulatéria na estacdo ndo reprodutiva em relacéo a estacao reprodutiva (Barrett et al., 2004). J&
em ovelhas da raca Santa Inés, em latitudes de 21-22° Sul, a sincronizacéo do estro, durante

diferentes épocas do ano, alterou 0 momento da ocorréncia da ovulacdo utilizando protocolo
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longo com P4 (Oliveira et al., 2016), enquanto o mesmo ndo foi observado utilizando o
protocolo curto com MAP (Balaro et al., 2015). Além disso, nesses estudos, 0 momento da
ocorréncia da ovulacdo foi mais precoce na utilizacdo do protocolo curto do que do protocolo
longo. Esses resultados mostram que a época do ano pode interferir, de forma diferenciada, na
resposta aos diferentes protocolos de sincronizacdo, e que essas alteragcGes também poderiam
estar envolvidas na variabilidade das taxas de fertilidade.

Portanto, o conhecimento sobre o padrdo de resposta estral e da dindmica
folicular apos a utilizacdo de protocolos de sincronizacdo do estro, nas diferentes racas, em
diferentes latitudes e diferentes épocas do ano, é fundamental para a realizacdo de modificaces
estratégicas nos protocolos hormonais. Esse conhecimento permitiria encontrar a melhor
abordagem para a obtencdo de uma alta sincronia da ovulacdo, padronizando um protocolo

hormonal para cada raca.

3.3.4 Utilizacao do estradiol exdgeno para o controle da condicéo folicular ovariana

O estradiol exdgeno é amplamente utilizado para sincronizar a emergéncia da
onda folicular e ovulagdo em programas de sincronizacéo do estro. Esse horménio potencializa
os efeitos da progesterona em vacas (Bo et al., 1994; Bo et al., 1995; Martinez et al., 2005;
Mapletoft et al., 2009) e ovelhas (Meikle et al., 2001; Barrett et al., 2008).

O efeito do estrégeno (E2) ndo depende do estagio do ciclo estral ou da onda
folicular em desenvolvimento (Bo et al., 1995). Quando este € administrado na presenca de
progesterona enddgena (CL) ou exdgena, provoca a regressao dos foliculos dependentes de
gonadotrofina, devido a sua acdo na diminuicdo nas concentracdes circulantes de FSH e LH
(Barrett et al., 2008). A progesterona exdgena bloqueia o pico de LH e evita a ovulagdo do
foliculo dominante em animais tratados com E2. Apoés a redugéo das concentragdes plasmaticas
do estradiol, ocorre o0 aumento de FSH, e consequentemente, a emergéncia de uma nova onda
de crescimento folicular (Martinez et al., 2005).

O benzoato de estradiol (Martinez et al., 2005) e o 17- estradiol (Barrett et al.,
2008), por apresentarem menor tempo de meia-vida, induzem, eficazmente, a emergéncia
sincronizada de uma nova onda de crescimento folicular em animais tratados em bovinos e
ovinos, respectivamente. Meikle et al. (2001), estudando a agdo do 17p-estradiol em ovelhas

durante o anestro, constataram que a utilizacdo de E2 provoca a regresséo de foliculos grandes,
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sincroniza uma nova onda de crescimento folicular, mas néo induz a ovulagéo em ovelhas. O
mesmo foi observado por Barrett et al. (2008), porém em seu trabalho, a associacdo do
protocolo com 17p-estradiol e uma aplicacdo de eCG no momento da remocdo do pessario,
resultou na inducdo da ovulacdo em todos os animais em um periodo de 72 a 96 horas.
Contrariamente, 0 benzoato de estradiol, na dose de 0,1 e 0,2 mg associado a uma exposicao
curta (4 dias) de MAP n&o provocou a sincronia da emergéncia de uma nova onda folicular,
bem como, ndo melhorou a sincronia do estro ou ovulacdo (Takada et al., 2012).

Embora existam alguns trabalhos com a utilizagao do 17p-estradiol, pouco ou
nada se sabe sobre o efeito da utilizacdo de altas concentra¢des de E2 exdgeno sobre o padréo
de supressdo das concentracdes plasmaticas de FSH e sobre as alteracdes na dindmica folicular
ovariana provocadas pela utilizacdo desse horménio ou de diferentes ésteres de estradiol na
sincronizacdo do estro em ovinos. Esse conhecimento permitiria a criacdo de protocolos com
uma alta padronizagdo do status folicular ovariano, e consequentemente, em uma maior

sincronia da ovulagdo.
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CAPITULO 2

SINCRONIA DO ESTRO E DA OVULACAO EM OVELHAS DESLANADAS SOB
CONDICOES TROPICAIS, NA EPOCA CHUVOSA E SECA, UTILIZANDO
PROTOCOLO LONGO COM eCG OU FSH:LH



1 RESUMO

A influéncia da estacdo do ano (chuva e seca) e de diferentes promotores de crescimento
folicular (eCG e FSH:LH) foi avaliada quanto ao desenvolvimento folicular e sincronia do estro
e da ovulacdo em ovelhas deslanadas (n = 12), sincronizadas com MAP por 12 dias e mantidas
em 15° de latitude sul, sob condigdes tropicais. Tanto 0 eCG quanto o FSH:LH foram eficientes
em induzir o estro, a ovulacédo e a formacdao de pelo menos um corpo lateo funcional. Na época
seca houve reducdo no numero de foliculos ovulados no FSH:LH e a sincronizacdo do
comportamento de estro com ambos os hormonios utilizados. Entretanto, ambos os protocolos
n&o sincronizaram, de forma eficiente, o estro e a ovulagdo em ovelhas deslanadas, nas duas

épocas estudadas.

Palavras chave: MAP, ovino, sincronizagdo do estro, fertilidade, inseminagdo artificial



2 ABSTRACT

The seasonal influence (rainy and dry) and different follicular promoters (eCG and FSH:LH)
was evaluated to assess follicular development and synchronization of estrus and ovulation in
hair sheep (n = 12), synchronized with MAP for 12 days and maintained at 15 ° south latitude,
under tropical conditions. Both eCG as FSH:LH were effective in inducing estrus and ovulation,
and produced at least a functional corpus luteum. In the dry season there was a reduction in the
number of ovulated follicles in FSH:LH and improved synchronization of estrus behavior with
both hormones used. However, both protocols did not efficiently synchronize estrus and
ovulation in hair sheep in both studied seasons.

Keywords: MAP, sheep, estrous synchronization, fertility, artificial insemination



3 INTRODUCAO

A sincronizacdo do estro € aplicada no manejo reprodutivo de rebanhos ovinos
em todo o mundo. O protocolo de sincronizacdo mais utilizado, baseia-se no tratamento longo
com progestdgeno (acetato de medroxiprogesterona - MAP, acetato de fluorogestona -
FGA)/progesterona (P4) associados a gonadotrofina coribnica equina (eCG) (revisado por
[Abecia et al., 2012; Amiridis & Cseh, 2012; Souza, 2013]). O uso desse protocolo propicia
altas taxas de fertilidade, prolificidade e fecundidade (Macias-Cruz et al., 2013). No entanto,
0 uso sucessivo de protocolos que utilizam a eCG pode levar a a formacao de anticorpos anti-
eCG, resultando na refratariedade ao tratamento de sincronizacdo e consequentemente redugéo
nas taxas de fertilidade (Bodin et al., 1997).

A fim de evitar os efeitos adversos ocasionados pela molécula de eCG, Boscos
et al. (2002) avaliaram a inducdo da manifestacdo de estro e fertilidade, durante a metade da
estacdo reprodutiva, com uma aplicagdo de 10 Ul de FSH no fim do tratamento com
progestageno, resultando em fertilidade semelhante ao protocolo com a eCG. Em outro estudo
realizado no fim do inverno em ovelha Santa Inés, a utilizacdo da associacdo FSH:LH em
substituicdo a eCG apresentou similaridade quanto a sincronia do estro e ovulacdo, taxa de
ovulagdo, tamanho do foliculo ovulatério, volume da massa luteal e concentracdo de
progesterona (Moreira et al., 2014).

Além do tipo de gonadotrofina utilizada, a estacdo do ano em que o protocolo é
realizado pode influenciar no grau de sincronia do estro e ovulacdo. Barrett et al. (2004)
relataram que no protocolo com a associacdo de progesterona e eCG, a duragdo da fase de
crescimento folicular até a ovulagdo é significativamente menor durante o anestro estacional do
que na estacdo reprodutiva. Além disso, 0 estro e as ovulaces parecem acontecer de forma
mais sincronizada nesse periodo quando se utiliza protocolos de indugéo/sincronizagdo do

estro. Entretanto, o padréo de ciclicidade de ovinos em clima tropical parece ser diferente do
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relatado em clima temperado (Oliveira et al., 2016), principalmente quando ragas localmente
adaptadas estdo envolvidas (Arroyo et al., 2007; Balaro et al., 2014).

A raca Santa Inés, que é adaptada ao clima semiarido brasileiro, possui altas
taxas de fertilidade e ndo possui anestro estacional nessa regido (Silva et al., 1987). No entanto,
a medida que a latitude aumenta, esses animais passam a exibir alteragcdes no padrdo do ciclo
estral, podendo ser observado presenca de ciclos estrais irregulares e ovulagdes silenciosas
(Sasa et al., 2002; Rodrigues et al., 2007). Essa mudanca no padrdo do comportamento estral
em diferentes localidades, ao longo do ano, pode ocasionar em modifica¢cdes na resposta da
sincronizagdo do estro e da ovulagao.

Nas condicBes tropicais brasileiras existem poucos estudos que avaliem a
resposta aos protocolos de sincronizacao em diferentes épocas do ano em ovinos. Hipotetizou-
se que a época do ano pode alterar o padrdo de desenvolvimento folicular e com isso influenciar
na resposta aos protocolos de sincronizacgao do estro e da ovulagdo utilizando a associacgéo de
MAP e eCG ou FSH:LH. Portanto, objetivou-se avaliar o efeito do FSH:LH e do eCG sobre a
dindmica folicular, sincronia do estro e da ovulacdo em ovelhas deslanadas criadas em

condicdes tropicais, na época chuvosa e seca.



4 MATERIAIS E METODOS

Preocupacdes éticas foram atendidas em conformidade com o regulamento local
de praticas de bem-estar animal. Todos os procedimentos deste estudo foram aprovados pela
Comisséo de Etica no Uso de Animais do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade de
Brasilia (Protocolo CEUA- UnBDOC n°. 116278/2011)

4.1 Animais e delineamento experimental

O experimento foi realizado nos meses de fevereiro (época chuvosa) e agosto
(época seca) de 2012, em Brasilia, DF, Brasil, localizado a 15°47"' de latitude sul e 47°55' de
longitude oeste, 1080m de altitude, de clima tropical. O clima da regido € caracterizado por
verdo chuvoso e inverno seco, tipo AW pela classificagcdo de Koppen (Alvares et al., 2013),
com a precipitacdo, temperatura, umidade e duracdo do dia, dos meses de fevereiro e agosto,

descritos no Quadro 1.
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Quadro 1. Precipitacdo total e temperatura média, temperatura maxima, temperatura minima,
umidade relativa média, umidade relativa maxima e umidade relativa minima. Dados
meteoroldgicos fornecidos pela estacdo climatolégica automatica da Fazenda Agua Limpa
(FAL), Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria, Universidade de Brasilia (FAV/UnB)
(2012)

Mas Prec. T méd. T max. T min. URmMéd. | URmax. | UR min.
mm °C °C °C % % %

Fev 196,4 20,8 27,8 15,2 80,0 98,2 49,3

Ago 0,0 18,6 26,9 10,2 56,4 86,1 30,0

Prec. — precipitacdo total; T med. — temperatura média; T méax. — temperatura maxima; T min.
— temperatura minima; UR med. — umidade relativa média; UR méax. — umidade relativa
maxima; UR min. — umidade relativa minima.

Foram utilizadas 48 ovelhas deslanadas da raca Santa Inés, higidas, com idade
entre 2 e 5 anos, peso médio de 45,7 + 7,4 kg e escore de condicdo corporal entre 2,5 e 3,5
(escala de 1 a 5 [Thompson e Meyer, 1994]). Os animais foram mantidos em pastagem de
Panicum maximum e no periodo das avaliagdes do estro e ovulacdo, todos os animais foram
alocados em baias coletivas recebendo feno de Tifton (Cynodon sp.). Em todo o periodo
experimental os animais tiveram livre acesso a agua e sal mineral. No inverno (época seca) 0s
animais foram suplementados com silagem de milho para manutencdo da condicéo corporal.
As ovelhas tiveram o estro sincronizado através da insercdo de pessarios vaginais impregnados
com 60 mg de MAP (Progespon®, Intervet Schering-Plough do Brasil S.A), que permaneceram
por 12 dias. No momento da retirada do pessario vaginal, as ovelhas foram divididas
aleatoriamente (n = 12), para receber 300 Ul de eCG (Novormon®, Intervet Schering-Plough
do Brasil S.A.) ou 20 Ul de FSH:LH (Pluset®, Hertape Calier, Satide Animal, S.A.) por via
intramuscular (MOREIRA et al., 2014). O experimento seguiu um delineamento fatorial 2x2,
em que ambos os grupos foram avaliados em dois momentos, correspondentes as épocas
chuvosa (fevereiro — verdo) e seca (agosto — inverno), formando assim quatro Grupos:
eCGChuva; FSH:LHChuva; eCGSeca; FSH:LHSeca.

4.2 Avaliacéo do estro

Ao final do protocolo as ovelhas foram mantidas na presenca de um rufido, que

teve a regido do externo pintado com uma mistura de 6leo e tinta em pd. O estro foi avaliado
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em intervalos de quatro horas, por um periodo de 30 min, sendo consideradas em estro as
fémeas que aceitavam a monta e que estavam marcadas na regido da garupa. Foram registrados
0s seguintes parametros: incidéncia de estro (%), obtido pela razdo do numero de ovelhas em
estro pelo nimero total de ovelhas do tratamento; momento do inicio da manifestacéo do estro
sendo o tempo entre a remogdo do pessario até o inicio da manifestacdo estral; e dispersdo do
momento do inicio da manifestacdo do estro sendo a diferenca entre 0 maior e menor tempo

observado do inicio da manifestacdo do estro em cada tratamento.

4.3 Avaliacédo ultrassonografica

As avaliacGes ultrassonogréficas foram realizadas, em cada ovelha, doze horas
apos o inicio da manifestacdo do estro. Os exames ultrassonograficos foram realizados em
intervalos de 4 horas usando scanner modo-B em tempo real, Mindray DP-2200Vet (Shenzhen
Mindray Bio-Medical, Electronics CO, LTD, China), com transdutor linear multifrequencial
adaptado para exame transretal. Todas as imagens foram obtidas na frequéncia de 7,5MHz.

Os seguintes parametros foram registrados: momento da ocorréncia da ovulacéo
sendo o tempo entre a remocdo do pessario vaginal até a ovulacdo; dispersdo do momento da
ocorréncia da ovulacdo sendo a diferenca entre 0 maior e menor tempo observado da ovulagédo
em cada tratamento; didmetro do maior foliculo obtido pela média das duas maiores diagonais
do foliculo ovulatério, no momento da avaliacdo precedente a constatacdo da ovulacao.

O momento da ocorréncia da ovulacdo foi determinado como a média do tempo
entre a Ultima avaliagdo que o foliculo ovulatorio (> 4mm) estava presente e a avaliagdo em que
se verificou o seu desaparecimento. Quando mais de um foliculo ovulou em avaliagGes distintas
foi considerado 0 momento da ovulacdo do primeiro foliculo ovulado. Somente foram
consideradas responsivas ao tratamento as ovelhas que manifestaram estro e ovularam no
periodo de 118 horas ap0s a retirada do pessario vaginal.

Sete dias apos a ovulacéo foi realizado um novo exame ultrassonografico para
mensuracdo do didmetro luteal (média das duas maiores diagonais do CL). Os seguintes
parametros foram registrados: nimero de corpos lteos; volume total dos corpos IUteos, obtido
pela formula matematica do volume do cilindro e o volume total obtido pela soma do volume

de todos os corpos IUteos presentes nos dois ovarios.
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4.4 Dosagem hormonal

No dia da avaliagdo do CL, antes das avaliacbes ultrassonograficas, foram
realizadas coletas de sangue para a mensuracdo da concentracdo sérica de progesterona. O
sangue foi coletado por venopuncédo jugular, em tubos a vacuo sem anticoagulante, sendo
posteriormente centrifugados. Logo apds, o soro foi aspirado e estocado em microtubos de 2,0
mL e armazenado a -20°C até a anélise. As concentragdes séricas de progesterona (P4) foram
mensuradas por radioimunoensaio (RIA), utilizando kits comerciais (Coat-a-Count, DPC,
Diagnostic Products Co, Los Angeles, CA, USA), seguindo as recomendac@es do fabricante. O

coeficiente de variagéo intraensaio foi de 4,6%.

4.5 Analise estatistica

As analises dos dados foram realizadas com o auxilio do software R (R Core
Team 2013). Os dados estdo expressos em meédia £ desvio padrdo (D.P.) ou porcentagem, sendo
considerados significativos quando o P < 0,05 e como tendéncia quando o 0,06 < P < 0,10.
Devido a instabilidade das varidveis estudadas, todas as variaveis foram submetidas a analises
visuais para avaliar a homocedasticidade (boxplot) e a normalidade (hist, plot-density, ggnorm
e qgline), sendo comprovadas pelo teste de Bartlett (bartlett.test) e de Shapiro-Wilk
(shapiro.test), respectivamente.

Devido ao comportamento da maioria dos dados ndo se adequar ao de uma
distribuicdo normal, aderiu-se a utilizagdo de modelos lineares generalizados (glm). A
adequabilidade da distribuigdo utilizada em cada variavel foi analisada através dos gréficos de
envelopes simulados para os residuos, utilizando-se a fungdo de ligagdo em que os dados se
adequaram melhor. Apds o ajuste do modelo, foi utilizada uma analise de desvio (anova) para
interpretacdo quanto a significancia dos resultados.

Somente a varidvel “niimero de corpos luteos” apresentou interagdo entre o
tratamento e a época, e por este motivo as diferengas foram analisadas por um teste de contraste
t-test (contrast). As variaveis que ndo apresentaram interacdo entre o tratamento e a época, e

que apresentaram uma influéncia separadamente do tratamento ou da época, foram agrupadas
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em cada categoria para analise. A incidéncia de estro foi avaliada pelo teste exato de Fisher
(fisher.test). A dispersdo do momento do inicio da manifestacdo do estro e da ocorréncia da
ovulacéo foi analisada com o teste F na razdo de variancias (var.test) combinado com analise

gréafica das distribuices de densidades (density).



5 RESULTADOS

Todas as ovelhas deste estudo foram detectadas em estro, porém somente foram
consideradas responsivas aos tratamentos e utilizadas para andlise estatistica, aquelas que
manifestaram estro e ovularam dentro de 118 horas apds a remoc¢do do progestageno. Os
animais considerados responsivos iniciaram a manifestacéo dos sinais clinicos de estro entre 31
e 86 h e ovularam entre 56 e 116 horas. Apos a remocdo da P4, a taxa global da incidéncia de
estro foi de 93,75% (P > 0,05). O FSH:LH atrasou 0 momento do inicio da manifestacdo do
estro (P = 0,05) e tendeu a atrasar o momento da ocorréncia da para a ovulagéo (P = 0,07) em
relacdo ao eCG (Tabela 1). Nao houve diferenca (P > 0,05) entre os tratamentos para o intervalo

de tempo estro/ovulacdo, sendo a média de 30,17 + 6,4.

Tabela 1. Média + D.P. dos momentos do inicio da manifestacdo do estro e da ocorréncia da
ovulagdo em ovelhas deslanadas submetidas a protocolos longos de sincronizacgao utilizando

MAP em combinagdo com eCG ou FSH:LH, nas épocas chuvosa e seca

eCG FSH:LH
Momento do inicio da manifestacdo do estro (h) 45,8 £12,4% 53,8 + 13,6°
Momento da ocorréncia da ovulacéo (h) 75,9 +12,2* 84,0 £ 16,3*

ab | etras diferentes na mesma coluna diferem significativamente (P = 0,05)
* Tendéncia para o efeito do horménio (P = 0,07)

O intervalo para 0 momento do inicio da manifestagéo do estro variou em 50,2
h no grupo eCGChuva e em 55 h no grupo FSH:LHChuva, e essa variagdo foi de 28,7 h e 21,9
h para os grupos eCGSeca e FSH:LHSeca, respectivamente. A época seca concentrou mais a

manifestacdo do estro quando utilizado o horménio FSH:LH (P = 0,01) e tendeu a concentrar
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quanto utilizado o hormdnio eCG (P = 0,10; Figura 1a, b) em relacdo a época chuvosa. Nao
houve diferenca na dispersdo do momento do inicio da manifestacdo do estro (P > 0,05) entre

o0s dois tratamentos na mesma época do ano (Figura 1c, d).
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Figura 1. Comportamento da funcdo densidade de probabilidade para 0 momento do inicio
da manifestacdo do estro (teste F na razdo de variancias) em ovelhas deslanadas submetidas
a protocolos longos de sincronizacdo utilizando MAP em combinacdo com eCG (a) ou

FSH:LH (b), nas épocas chuvosa (c) ou seca (d).

O momento da ocorréncia da ovulagdo variou em 45,6 h no grupo eCGChuva e
em 60,0 h no grupo FSH:LHChuva, e essa variacdo foi de 28,5 h e 36,0 h para os grupos
eCGSeca e FSH:LHSeca, respectivamente. A dispersdo na ocorréncia da ovulacdo foi
semelhante entre os tratamentos e entre as épocas (Figura 2; P > 0,05).
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Figura 2. Comportamento da funcéo densidade de probabilidade para 0 momento da
ocorréncia da ovulacao (teste F na razdo de variancias) em ovelhas deslanadas submetidas
a protocolos longos de sincronizacdo utilizando MAP em combinacdo com eCG (a) ou

FSH:LH (b), nas épocas chuvosa (c) ou seca (d).

N&o houve diferenca (P > 0,05) entre os grupos para o didametro do maior
foliculo, apresentando média global de 6,2 £ 0,6 mm. O numero de corpos liteos no tratamento
com eCG foi semelhante entre as épocas (eCGChuva, 1,5 + 0,5; eCGSeca, 1,6 + 0,7; P > 0,05),
enquanto, no com FSH:LH houve uma redugdo na época seca (FSH:LHChuva, 1,8 + 0,6;
FSH:LHSeca, 1,0 + 0,0; P < 0,05). O volume total dos corpos luteos foi maior (P = 0,0009) no
tratamento com eCG (Chuva e Seca; 853,2 + 398,8 mm?) do que no com FSH:LH (Chuva e
Seca; 559,9 + 186,0 mm?). A concentrag&o de progesterona foi maior (P = 0,002) no tratamento
com FSH:LH (Chuva e Seca; 5,3 + 1,9 ng/mL) do que no com eCG (Chuva e Seca; 6,9 + 2,5
ng/mL) (Figura 3).
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Figura 3. Média + D.P. do nimero de corpos ltteos (a), volume total dos CL (mm?) (b) e

concentracdo de progesterona (ng/mL) (c), em ovelhas deslanadas submetidas a

protocolos longos de sincronizacdo utilizando os tratamentos com eCG ou FSH:LH, nas

épocas chuvosa e seca.



6 DISCUSSAO

A melhora na eficiéncia dos protocolos de sincronizagdo € crucial para o
aumento do uso da inseminacao artificial na indUstria ovina, portanto, 0 aumento da incidéncia
de estro e ovulagdo, da sincronia do estro e da ovulacdo e a ocorréncia de ovulacdo com
formagdo do corpo lateo funcional sdo indispensaveis. Esses fatores podem ser influenciados
pelo fotoperiodo (Balaro et al., 2014) bem como por alterac6es climaticas (Hashem et al., 2011).
O presente estudo foi conduzido na época chuvosa (verdo), no qual, os dias sdo mais quentes,
umidos e com alta pluviosidade e possui fotoperiodo decrescente e na época seca (inverno), em
que, os dias sdo mais frios, secos e com baixa ou nenhuma pluviosidade e com fotoperiodo
crescente (Quadro 1). Nessas condi¢Oes, ambos os tratamentos foram eficazes em induzir o
estro e ovulacdo em uma alta porcentagem de animais (93,75%) em ambas as estacdes do ano.

O momento do inicio da manifestacdo do estro e 0 momento da ocorréncia da
ovulacdo nao foram influenciados pela época do ano, com nenhum dos tratamentos utilizados.
Balaro et al. (2015) em 22° de latitude Sul, em ovelhas da raca Santa Inés, ndo verificaram
diferenca na manifestacdo do estro e ovulacdo nas épocas chuvosa e seca. Entretanto, em 21°
de latitude Sul, o protocolo longo com P4 atrasou 0s momentos de inicio do estro e ocorréncia
da ovulacdo nas épocas chuvosa em relacdo a transi¢cdo seca-chuva (Oliveira et al., 2016).
Provavelmente a latitude (15° de latitude sul) e as alteracdes climaticas no periodo estudado,
ndo provocam uma mudangca significativa no crescimento folicular em ovelhas da raga Santa
Inés, que ocasione em uma alteracdo na resposta ao protocolo hormonal empregado. Entretanto,
ndo pode se descartar a influéncia de outras épocas do ano e/ou protocolos empregados. No
presente estudo, apesar de ndo haver efeito da época, o tipo de gonadotrofina utilizada atrasou
0 momento do inicio da manifestacdo do estro em 8 horas e tendeu a atrasar a ovulagcdo em
igual periodo no tratamento com FSH:LH (Chuva e Seca). Hipotetizou-se que devido ao maior
tempo de meia-vida do eCG (eCG =~ 50 horas; Martinuk et al., 1991; FSH ~ 1,8 horas; Fry et



37

al., 1987) os foliculos foram estimulados por um maior periodo, fazendo com que atingisse o
tamanho pré-ovulatério de forma mais precoce. Esse efeito também é observado em bovinos,
em gue ha um aumento na taxa de crescimento folicular quando da utilizacdo de eCG em relagéo
ao FSH (Sales et al., 2011). Portanto, no presente estudo, a diferenca no momento da ocorréncia
da ovulacdo para os tratamentos utilizados sugere um ajuste no tempo utilizado na inseminacgéo
artificial em tempo fixo. Porém, considerando-se um intervalo de ocorréncia das ovulagdes de
24 horas, ou seja, um intervalo relativamente curto para garantir a viabilidade tanto do
espermatozoide, quanto do odcito, somente 70% dos animais que receberam o tratamento com
eCG ovularam entre 64,5 h a 84,7 h (73,7 £ 6,5), enquanto que com o FSH:LH, somente 61%
das ovelhas ovularam entre 72,6 h e 96,8 h (82,6 £ 8,1). Portanto, em =~ 35% (16/45) dos
animais, a ocorréncia da ovulacdo se da precocemente ou tardiamente, o que afeta
significativamente a sincronia da ovulagdo com esses protocolos.

Em programas de inseminacdo artificial em tempo pre-determinado €
indispensavel que os protocolos hormonais utilizados sincronizem eficientemente a ovulagéo
(Moreira et al., 2014), principalmente quando o sémen congelado, que é utilizado possui menor
viabilidade (Bailey et al., 2003). Entretanto, poucos estudos avaliam a dispersdo do estro e
ovulagdo, limitando-se apenas em demonstrar a média do inicio do estro e do momento da
ocorréncia da ovulacdo (Neto et al., 2012; Balaro et al., 2015; Oliveira et al., 2016). Neste
estudo, embora a média do inicio da manifestacdo do estro tenha ocorrido de forma diferente
entre os tratamentos eCG e FSH:LH, a sincronia da manifestacdo estral ocorreu de forma
semelhante entre os dois hormdnios nas duas épocas estudadas, mostrando que a eficiéncia dos
promotores de crescimento folicular em sincronizar o estro é similar. No entanto, houve uma
influéncia da época sobre a sincronia do estro quando se utilizou o FSH:LH, mostrando que
estas gonadotrofinas foram mais eficazes na época seca em sincronizar o estro do que na época
chuvosa. O mesmo efeito tendeu a ocorrer para 0 eCG (P = 0,10). Entretanto, essa modificacdo
na sincronia do estro ndo foi suficiente para alterar a sincronia da ovulacdo de forma
semelhante. Além disso, também foi observado que o tratamento com FSH:LH foi semelhante
ao com eCG, nas duas épocas, em sincronizar a ovulacdo, e portanto uma gonadotrofina pode
ser substituido pela outra em programas de inseminacéo artificial, desde que seja observado e
ajustado o momento da inseminacdo de acordo com a média do estro e ovulagdo para cada
horménio. Entretanto, vale-se ressaltar que a dispersdo da ovulacdo ainda € alta e a necessidade
de novas abordagens que reduzam essa dispersdo ainda € uma realidade.

O didametro do maior foliculo neste estudo ndo sofreu influéncia nem do

horménio e nem da época, mostrando que tanto o0 eCG quanto o FSH:LH promoveram o
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desenvolvimento final folicular de forma semelhante. Entretanto, o namero de ovulagGes sofreu
uma interagdo entre o hormonio e a época do ano, sendo similar entre as épocas, no hormonio
eCG, enquanto que, no hormoénio FSH:LH sofreu uma reducdo no periodo seco.
Contrariamente, 0 uso dos dois promotores de desenvolvimento folicular ndo diferiu no namero
de ovulagdes na época seca em ovelhas da raca Santa Inés (Moreira et al., 2014) mostrando que
além do efeito da época do ano, pode existir uma influéncia anual. A divergéncia nos resultados
de numero de ovulag¢6es, no mesmo periodo do ano, deve ser melhor investigada, uma vez que,
isso poderia influenciar no tipo de parto e consequentemente no peso ao nascer e na mortalidade
perinatal dos cordeiros (Christley et al., 2003; Holmoy et al., 2012).

A julgar pelo volume do corpo lGteo, a utilizacdo de eCG promoveu um maior
efeito luteotrdéfico do que o FSH:LH (Figura 3b). Sabe-se que o suporte de LH € obrigatério
para o crescimento inicial do CL e para a diferenciacdo celular apds a ovulagdo (Bartlewski et
al., 2011). O eCG possui a¢do de FSH e LH e devido ao seu longo tempo de meia-vida,
apresenta um periodo prolongado de acéo (revisado por [Murphy, 2012]). Possivelmente, apos
a ovulacdo, ainda havia concentracdes plasmaticas de eCG que resultaram e uma maior
crescimento do corpo luteo. Garcia-Pintos e Menchaca (2016) observaram um aumento no
tamanho do corpo lGteo e concentracdo de progesterona apoOs aplicagdio com eCG.
Paradoxalmente, o uso de FSH:LH resultou em um menor volume total dos CL e uma maior
concentracdo de progesterona. O corpo liteo é composto de células luteais grandes e pequenas,
células endoteliais, fibroblastos, pericitos e células provenientes da corrente sanguinea e as
concentracdes séricas de progesterona sdo dependentes da quantidade de tecido
esteroidogénico, do fluxo sanguineo e da capacidade do tecido esteroidogénico em sintetizar
progesterona (revisado por [Niswender et al., 2000]). E possivel que a aplicacio de eCG tenha
alterado a proporcédo das células presentes no corpo luteo durante a sua formacéo, resultando
em um aumento no volume total dos corpos luteos sem aumento na producédo de progesterona.
Neste estudo, apesar da diferenca, 0 uso dos promotores de crescimento folicular, nas duas
épocas estudadas, resultou em corpos lateos funcionais com producéo de progesterona acima
de 1 ng/mL.

No geral, os protocolos utilizados foram eficientes em induzir o estro, a ovulagéo
e a formacé&o de um corpo luteo funcional, entretanto, ndo sincronizaram, de forma eficiente, o
estro e a ovulagdo em ovelhas da raca Santa Inés, nas duas épocas estudadas. A falta de sincronia
da ovulagdo no protocolo longo utilizando MAP e eCG ou FSH:LH pode influenciar
negativamente nas taxas de gestacdo apds IATF. Entretanto, vale-se ressaltar que a média geral

do tempo entre o estro a ovulagdo (30,17 = 6,4 horas) ndo sofre grandes modificacdes,
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independente da condicéo folicular ao inicio do protocolo (Oliveira et al., 2016), época do ano
estudada (Balaro et al., 2015; Oliveira et al., 2016) ou qualidade da pastagem (Balaro et al.,
2015). Portanto, para se utilizar os protocolos adotados neste experimento com eficiéncia, seria
necessario a observacdo do estro para prever com precisdo 0 momento da ocorréncia da
ovulagéo, ndo sendo indicado a utilizacdo de inseminacao artificial em tempo fixo com sémen

congelado.



7 CONCLUSAO

Em ovelhas deslanadas, em 15° de latitude sul durante as épocas chuvosa e seca,
o tratamento de 20 Ul de FSH:LH no final de 12 dias de tratamento com MAP atrasa o inicio
da manifestacdo do estro e a ocorréncia da ovulacdo em relacdo ao tratamento com 300Ul de
eCG, sendo necessaria a adocao de diferentes momentos para a inseminacao artificial, para cada
um dos protocolos.

A época seca melhora a sincronia do inicio da manifestacdo do estro do que na
época chuvosa. Entretanto, ambos os protocolos nas duas épocas apresentam uma grande
dispersdo do momento do inicio da manifestacdo do estro e do momento da ocorréncia da

ovulagéo resultando em baixa sincronia.
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CAPITULO 3

SINCRONIA DO ESTRO E DA OVULACAO EM OVELHAS DESLANADAS SOB
CONDICOES TROPICAIS, EM DIFERENTES EPOCAS, UTILIZANDO
PROTOCOLO LONGO COM eCG



1 RESUMO

O protocolo longo de sincronizacdo do estro ovino proporciona variaveis taxas de fertilidade,
ocasionado por muitos fatores intrinsecos e extrinsecos. A influéncia da estacdo do ano
(chuvosa, seca e transi¢cOes) foi avaliada, durante dois anos consecutivos, quanto ao
desenvolvimento folicular e sincronia do estro e da ovulagdo em ovelhas deslanadas (n = 12),
sincronizadas com MAP por 12 dias e mantidas em 15° de latitude sul, sob condicdes tropicais.
Em todas as épocas, uma alta porcentagem de animais manifestou estro, ovulou e teve a
formacao de pelo menos um corpo luteo funcional ap6s o tratamento hormonal. Na estacéo seca
houve maior concentracdo do momento do inicio da manifestacdo do estro do que na estacdo
chuvosa, e as estacOes seca e transicdo seca/chuva concentraram mais a ocorréncia da ovulagéo
do que a estacdo chuvosa. Entretanto, todas as épocas ndo sincronizaram de forma eficiente o

estro e a ovulagéo o que poderia afetar negativamente as taxas de fertilidade.

Palavras chave: MAP, ovino, estacdes do ano, sazonalidade reprodutiva



2 ABSTRACT

The long protocol sheep estrus synchronization provides variable fertility rates, caused by many
intrinsic and extrinsic factors. The influence of the season (rainy, dry and transitions) was
evaluated for two consecutive years, as the follicular development and synchronization of estrus
and ovulation in hair sheep (n = 12), synchronized with MAP for 12 days and kept in 15 ° south
latitude, under tropical conditions. In all seasons, a high percentage of animals showed estrus,
ovulated and had the formation of at least a functional corpus luteum after hormone treatment.
In the dry season there was a higher concentration at the time of onset of estrus than in the rainy
season, and dry season and dry/rainy transitions showed a higher concentration of ovulation
than the rainy season. However, all periods not synchronized, efficiently, estrus and ovulation

which could negatively affect fertility rates.

Keywords: MAP, sheep, seasons of the year, reproductive seasonality



3 INTRODUCAO

A reproducdo sazonal é uma caracteristica marcante dos ovinos. O periodo em
que ocorre e o0 tempo de duracdo das estacdes reprodutiva e ndo reprodutiva sdo afetados por
um conjunto de fatores que estéo interligados, como o fotoperiodo, as condicGes climaticas, a
raca e interagcdes sociais entre macho e fémea (Rosa & Bryant, 2003; Delgadillo et al. 2009;
Gomez-Brunet et al., 2012). Devido a essa caracteristica dos ovinos, muitos protocolos
hormonais foram criados ao longo dos anos visando um aumento na eficiéncia reprodutiva dos
rebanhos. Entretanto, até o presente momento, o protocolo mais utilizado na sincronizagao do
estro ovino, baseia-se no tratamento longo com progestageno (MAP, FGA)/progesterona (P4)
associados a gonadotrofina coriénica equina (eCG) (revisado por [Wildeus, 2000; Abecia et al.,
2011; Amiridis & Cseh, 2012; Souza, 2013]).

O comportamento da resposta a esses protocolos pode ser ditado pela forma
como a época do ano influencia a reproducdo em cada raca (Barrett et al., 2004; Oliveira et al.,
2016). Em climas temperados, os periodos de anestro parecem estar bem delimitados, devido
as mudancas marcantes no fotoperiodo (Rosa & Bryant, 2003; Gémez-Brunet et al., 2012).
Entretanto, as regifes de clima tropical sdo caracterizadas por mudangas minimas no
comprimento de duracdo do dia e por grandes alteracdes nas condi¢des climaticas (Rosa &
Bryant, 2003; Gomez-Brunet et al., 2012; Lv et al., 2014). Nao se sabe até 0 momento quanto
essa mudanca no fotoperiodo e nas condi¢des climéticas poderia afetar o comportamento
reprodutivo apos a utilizacdo de protocolos hormonais em 15° latitude sul.

Em areas subtropicais a tropicais em 23°N-23°S, uma porcentagem variavel de
ovelhas nativas ou adaptadas podem exibir diferentes periodos de aciclicidade, ao longo do ano,
de forma imprevisivel, e em alguns casos, intermitente (Cerna et al., 2000; Arroyo et al., 2007;
Rodrigues et al., 2007; Gomez-Brunet et al., 2012; Moraes et al., 2013; Balaro et al., 2014;
Arroyo et al., 2016). O que poderia levar a uma alteracdo nos parametros reprodutivos pos
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tratamento hormonal. Nao se sabe precisamente porque isso ocorre, no entanto, isso aparenta
ter uma relacdo entre genética e ambiente. A eficiéncia do protocolo de sincronizacéo do estro
tem sido questionada por muitos autores, devido a utilizacdo destes protocolos em programas
de inseminacdo artificial resultar em varidveis taxas de fertilidade (Wildeus, 2000; Anel et al.,
2005; Barrett et al., 2008; Martinez et al., 2015). Assim, a busca por novas metodologias ou por
fatores que limitam a utilizacéo dessa técnica ainda tem sido uma realidade constante. Portanto,
objetivou-se avaliar o efeito das épocas chuvosa, seca e transi¢cdes, sobre a dinamica folicular,
sincronia do estro e da ovulagdo em ovelhas deslanadas sincronizadas com protocolo longo, em

dois anos consecutivos.



4 MATERIAIS E METODOS

Preocupacdes éticas foram atendidas em conformidade com o regulamento local
de préaticas de bem-estar animal. Todos os procedimentos deste estudo foram aprovados pela
Comisséo de Etica no Uso de Animais do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade de
Brasilia (Protocolo CEUA- UnBDOC n°. 116278/2011)

4.1 Animais e delineamento experimental

O experimento foi realizado nos meses de fevereiro, maio, agosto e novembro,
nos anos de 2012 e 2013, em Brasilia, Distrito Federal, localizado a 15°47' de latitude sul e
47°55' de longitude oeste, 1080m de altitude, de clima tropical. O clima da regido é
caracterizado por verdao chuvoso e inverno seco, tipo AW pela classificacdo de Kdppen (Alvares

et al., 2013), com a precipitacdo, temperatura, umidade representadas no Quadro 1.
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Quadro 1. Informac6es meteoroldgicas dos meses fevereiro, maio, agosto e novembro, nos anos
2012 e 2013, fornecidas pela estacdo climatol6gica automatica da Fazenda Agua Limpa (FAL),
Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria, Universidade de Brasilia (FAV/UnB), em
Brasilia-DF, Brasil

Ano | Més Prec. | Tméd. | Tmax. | Tmin. | UR méd. UR max. | UR min.
mm °C °C °C % % %

Fev | 196,4 20,8 27,8 15,2 80,0 98,2 49,3

2012 Mai | 59,4 18,4 25,6 12,5 81,2 98,1 51,5
Ago | 0,0 18,6 26,9 10,2 56,4 86,1 30,0
Nov | 374,4 21,4 27,4 17,5 84,5 98,6 55,6
Fev | 128,2 21,8 29,3 15,7 76,8 98,1 44,8

2013 Mai | 36,2 18,9 27,6 11,3 75,8 98,5 41,8
Ago | 0,0 19,0 28,6 9,4 57,5 89,5 27,9
Nov | 207,2 21,2 27,9 16,2 80,4 97,8 50,9

Prec. — precipitacdo total; T med. — temperatura média; T max. — temperatura maxima; T min.
— temperatura minima; UR med. — umidade relativa média; UR max. — umidade relativa
méaxima; UR min. — umidade relativa minima.

Foram utilizadas 96 ovelhas deslanadas da raca Santa Inés, higidas, com idade
entre 2 e 5 anos, peso médio de 48,2 + 6,9 kg, escore de condicao corporal entre 3,0 (escala de
1 a 5 [Thompson e Meyer, 1994]). Os animais foram mantidos em pastagem de Panicum
maximum e no periodo das avaliacdes do estro e ovulagdo, todos os animais foram alocados em
baias coletivas recebendo feno de Tifton (Cynodon sp.). Em todo o periodo experimental os
animais tiveram livre acesso a agua e sal mineral. No inverno (periodo seco) os animais foram
suplementados com silagem de milho para manutengéo da condigéo corporal.

Em cada més, as ovelhas (n = 12) tiveram o estro sincronizado através da
insercdo de pessarios vaginais impregnados com 60 mg de MAP (Progespon®, Intervet
Schering-Plough do Brasil S.A), que permaneceram por 12 dias. No momento da retirada do
pessario vaginal, as ovelhas receberam 300 Ul de eCG (Novormon®, Intervet Schering-Plough
do Brasil S.A.) por via intramuscular. Os periodos estudados corresponderam a estacdo chuvosa
(fevereiro), transicdo chuvosa-seca (maio), seca (agosto) e transicdo seca-chuvosa (novembro),
formando assim quatro Grupos: Chuva; Chuva/Seca; Seca; Seca/Chuva. Além disso, 0
experimento foi desenvolvido em dois anos consecutivos para minimizar o efeito de um ano

atipico sobre a resposta ao protocolo hormonal.
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4.2 Avaliagéo do estro

Ao final do protocolo as ovelhas foram mantidas na presenca de um rufido, que
teve a regido do externo pintado com uma mistura de 6leo e tinta em po. O estro foi avaliado
em intervalos de quatro horas, por um periodo de 30 min, sendo consideradas em estro as
fémeas que aceitavam a monta e que estavam marcadas na regido da garupa. Foram registrados
0s seguintes parametros: incidéncia de estro (%), obtido pela razdo do nimero de ovelhas em
estro pelo nimero total de ovelhas do tratamento; momento do inicio da manifestacdo do estro
sendo o tempo entre a remogdo do pessario até o inicio da manifestacéo estral; e dispersdo do
momento do inicio da manifestacdo do estro sendo a diferenca entre 0 maior e menor tempo

observado do inicio da manifestacdo do estro em cada tratamento.

4.3 Avaliacdo ultrassonografica

As avaliacGes ultrassonogréficas foram realizadas, em cada ovelha, doze horas
apo6s o inicio da manifestacdo estral. Os exames ultrassonogréficos foram realizados em
intervalos de 8 horas usando scanner modo-B em tempo real, Mindray DP-2200Vet (Shenzhen
Mindray Bio-Medical, Electronics CO, LTD, China), com transdutor linear multifrequencial
adaptado para exame transretal. Todas as imagens foram obtidas na frequéncia de 7,5MHz.

Os seguintes parametros foram registrados: momento para a ocorréncia da
ovulacdo sendo o tempo entre a remocdo do pessario vaginal até a ovulacdo; intervalo
estro/ovulacdo sendo a diferenca entre 0 momento da ocorréncia da ovulacdo e 0 momento do
inicio da manifestacdo do estro; dispersdo do momento da ocorréncia da ovulacdo sendo a
diferenca entre 0 maior e menor tempo observado para 0 momento da ocorréncia da ovulagéo
em cada estacao; diametro do maior foliculo obtido pela média das duas maiores diagonais do
foliculo ovulatério, no momento da avaliagdo precedente & constatacdo da ovulacéo.

O momento da ocorréncia da ovulacdo foi determinado como a média do tempo
entre a ultima avaliacdo que o foliculo ovulatorio (> 4mm) estava presente ¢ a avaliagdo em que
se verificou o seu desaparecimento. Quando mais de um foliculo ovulou em avaliagGes distintas
foi considerado 0 momento da ovulagdo do primeiro foliculo ovulado. Somente foram
consideradas responsivas ao tratamento as ovelhas que manifestaram estro e ovularam no

periodo de 118 horas ap0s a retirada do pessario vaginal.
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Sete dias ap6s a ovulacéo foi realizado um novo exame ultrassonografico para
mensuracdo do didmetro luteal (média das duas maiores diagonais do CL). Os seguintes
parametros foram registrados: nimero de corpos lateos; volume total dos corpos Iuteos, obtido
pela formula matemaética do volume do cilindro e o volume total obtido pela soma do volume

de todos os corpos luteos presentes nos dois ovarios.

4.4 Dosagem hormonal

No dia da avaliacdo do CL, antes das avaliacbes ultrassonograficas, foram
realizadas coletas de sangue para a mensuracdo da concentracdo sérica de progesterona. O
sangue foi coletado por venopuncao jugular, em tubos & vacuo sem anticoagulante, sendo
posteriormente centrifugados. Logo apds, o soro foi aspirado e estocado em microtubos de 2,0
mL e armazenado a -20°C até a andlise. As concentracfes séricas de progesterona (P4) foram
mensuradas por radioimunoensaio (RIA), utilizando kits comerciais (Coat-a-Count, DPC,
Diagnostic Products Co, Los Angeles, CA, USA), seguindo as recomendacdes do fabricante. O

coeficiente de variagéo intraensaio foi de 4,6%.

4.5 Analise estatistica

As analises dos dados foram realizadas com o auxilio do software R (R Core
Team, 2014). Os dados estdo expressos em média + desvio padrdo (D.P.) ou porcentagem,
sendo considerados significativos quando o P < 0,05 e como tendéncia quando o 0,06 <P <
0,10. Devido a instabilidade das variaveis estudadas, todas as variaveis foram submetidas a
analises visuais para avaliar a homocedasticidade (boxplot) e a normalidade (hist, plot-density,
ggnorm e qqline), sendo comprovadas pelo teste de Bartlett (bartlett.test) e de Shapiro-Wilk
(shapiro.test), respectivamente.

Devido ao comportamento da maioria dos dados ndo se adequar ao de uma
distribuicdo normal, aderiu-se a utilizagdo de modelos lineares generalizados (glm). A
adequabilidade da distribuigdo utilizada em cada variavel foi analisada através dos gréficos de

envelopes simulados para os residuos, utilizando-se a funcéo de ligacdo em que os dados melhor
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se adequaram. Apos o ajuste do modelo, foi utilizada uma anélise de desvio (anova) para
interpretacdo quanto a significancia dos resultados.

Somente as variaveis “momento do inicio da manifestacdo do estro”, “intervalo
estro/ovulacdo” e “volume do maior corpo liteo” apresentaram interagao entre a época € o ano,
e as diferencas foram analisadas por um teste de contraste t-test (contrast). As variaveis que ndo
apresentaram interacdo, e que apresentaram algum tipo de influéncia, da época ou do ano, foram
agrupadas para comparacao. As variaveis que nao apresentaram interacdo entre a época e o ano,
e gque apresentaram uma influéncia separadamente da época ou do ano, foram agrupadas em
cada categoria para analise. A incidéncia de estro foi avaliada pelo teste exato de Fisher
(fisher.test). A dispersdo do momento do inicio da manifestacdo do estro e da ocorréncia da
ovulacdo foi analisada com o teste F na razdo de variancias (var.test) combinado com anélise

gréfica das distribuicOes de densidades (density).



5 RESULTADOS

Os animais iniciaram a manifestacéo dos sinais clinicos de estro entre 26 h e 82
h e ovularam entre 50 h e 107 h ap6s a remocdo do progestdgeno. Foram consideradas
responsivas aos tratamentos e utilizadas para analise estatistica, as ovelhas que manifestaram
estro e ovularam dentro de 118 horas apo6s a retirada do MAP. A taxa global de incidéncia de
estro foi de 92,7% (P > 0,05). Houve interacdo entre a época e o0 ano (P = 0,046) no momento
do inicio da manifestacdo do estro e no intervalo estro/ovulacdo. O momento do inicio da
manifestacdo do estro na época chuvosa ocorreu mais cedo no ano de 2012 (41,8 + 15,3 horas)
do que o ano de 2013 (52,6 + 12,3 horas; P = 0,02), além disso, a época de transicdo chuva/seca
(51,6 £ 9,1 horas) atrasou mais 0 momento do inicio da manifestagdo do estro em relacdo a
época chuvosa (41,8 + 15,3 horas; P = 0,04) no ano de 2012. Nao houve diferenca (P > 0,05)
entre as épocas gquanto ao momento da ocorréncia da ovulacdo, sendo a média global de 76,2 +
12,2 horas. O intervalo estro/ovulagdo foi mais curto na transicdo chuva/seca (25,7 * 3,8 horas)
do que na época chuvosa (30,9 + 8,0 horas; P = 0,03) no ano de 2012 e mais curto na época
seca (26,6 + 5,1 horas) do que na transicdo seca/chuva (31,6 * 4,3 horas; P = 0,04) no ano de
2013 (Figura 1).
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N&o houve diferenca na dispersdo dos momentos do inicio da manifestagdo do
estro (Figura 2a, b, ¢, d) e da ocorréncia da ovulacdo (Figura 3a, b, ¢, d) em cada época entre
os dois anos estudados, portanto os dados foram agrupados para comparacdo entre épocas. O
momento do inicio da manifestacdo do estro variou em 56 h, 34h, 29h e 36h nas épocas chuvosa,
chuva/seca, seca e seca/chuva, respectivamente. A época chuvosa concentrou menos o estro do
que a época seca (P = 0,006) e teve uma tendéncia a concentrar menos do que as épocas de

transicdo chuvosa/seca (P = 0,09) e seca/chuvosa (P = 0,06; Figura 2e).
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eCG em diferentes épocas do ano. Comparacao entre anos em cada época (a, b, c, d)

e comparacao entre épocas com os dados agrupados (e).
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O momento da ocorréncia da ovulagdo variou em 56 h, 40h, 41h e 40h nas épocas
chuvosa, chuvosa/seca, seca e seca/chuvosa, respectivamente. A época chuvosa concentrou
menos a ovulacdo do que a época seca (P = 0,031) e transicdo seca/chuvosa (P = 0,047; Figura
3e).
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Figura 3. Comportamento da fungéo densidade de probabilidade para o momento da
ocorréncia da ovulagdo (teste F na razdo de variancias) em ovelhas deslanadas
submetidas a protocolo longo de sincronizacao utilizando MAP em combinacdo com
eCG em diferentes épocas do ano. Comparacao entre anos em cada época (a, b, ¢, d) e

comparacao entre épocas com os dados agrupados (e).

N&o houve diferenca (P > 0,05) entre as épocas para o diametro do maior

foliculo, nimero de corpos IGteos e concentracdo de progesterona, apresentando meédia global
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de6,1+£0,7mm, 1,7+0,8e 3,2+ 1,6 ng/mL, respectivamente. O volume total dos corpos luteos

foi maior na época seca em relacdo a época chuvosa (P = 0,032) e transic¢éo seca/chuva (P =

0,028; Tabela 1).

Tabela 1. Média + D.P. dos parametros foliculares, luteais e hormonais de ovelhas deslanadas,

criadas em condicOes tropicais, submetidas a protocolo longo de sincronizacdo, em diferentes

épocas do ano

Epoca do ano

Variavel CHUVOSA CHUVOSA/SECA SECA SECA/CHUVOSA
Fevereiro Maio Agosto Novembro
Diametro do > foliculo (mm) 6,3+£0,7 6,4+0,6 6,1+£0,7 59+0,7
Numero de corpos liteos 1,6+£0,7 1,5+£0,5 1,8+£1,0 1,7+£0,9
Volume total dos CL (mm3) 732,2+410,4b  850,5 + 340,4ab 1040,9 £ 506,8a 724,3 £ 324,1b
Concentracéo de P4 (ng/mL) 2,609 40+£20 3,115 32+18

ab'| etras diferentes na mesma linha diferem significativamente (P = 0,05)



6 DISCUSSAO

Os ovinos da raga Santa Inés em 21° de latitude e clima tropical, apresentam
maior ciclicidade quando o comprimento do dia é decrescente (marco a junho) ou crescente
(julho a novembro) do que nos periodos em que o dia € estavelmente longo (dezembro a
fevereiro) (Oliveira et al., 2016). Nesse estudo, essa mudancga na ciclicidade ndo afetou a alta
porcentagem de animais que exibem estro ap6s a indugdo com protocolo hormonal longo com
P4. Durante os dois anos do presente estudo realizado a 15° de latitude sul, foi observada em
todas as épocas do ano uma alta porcentagem de animais em estro ao final do protocolo (92,7%),
resultado semelhante ao obtido por nossa equipe em estudo similar (Moreira et al., 2014).
Entretanto, apenas a taxa de manifestacdo de estro ndo € um bom parametro para predizer a
eficAcia dos protocolos de sincronizacdo com relacdo aos indices de fertilidade apds
inseminacao artificial em tempo fixo.

Hipotetiza-se que a falha na sincronia do estro e das ovulages possam estar
interligadas com a maioria dos fatores apontados por alterar a fertilidade (Revisado por
[Wildeus, 2000]). A época do ano exerceu uma influéncia sobre a fertilidade em 22.758 ovelhas
sincronizadas com protocolo longo com FGA (Anel et al., 2005). Nesse estudo, apesar dos
baixos indices obtidos, a época reprodutiva melhorou a fertilidade em relacdo a estacdo nédo
reprodutiva. No presente trabalho, a época seca (inverno) sincronizou melhor o estro, e as
épocas seca (inverno) e seca/chuva (primavera) sincronizaram melhor a ovulacdo do que a
época chuvosa (verdo). Até a presente data, ndo foram encontrados estudos que avaliem a
ciclicidade de ovelhas deslanadas da raca Santa Inés em 15° de latitude sul, entretanto, em 21°
de latitude sul as eépocas seca e seca/chuva correspondem a estacdo reprodutiva e a época
chuvosa a estagdo ndo reprodutiva (Oliveira et al., 2016). Esses resultados sugerem que uma

melhora na sincronia da ovulacéo na estacéo reprodutiva pode levar a um aumento nos indices
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de fertilidade. Entretanto, o protocolo longo com MAP, ndo concentrou o estro e a ovulagdo
satisfatoriamente durante os dois anos estudados, o que leva a supor que, isso poderia ser o
responsavel pela alta variacdo nos resultados de fertilidade encontrados (Hill et al., 1998;
Simonetti et al., 2000; Anel et al., 2005; Santos-Neto et al., 2015). Esse resultado confirma a
falta de sincronia do estro e ovulag@o por nossa equipe em outro estudo utilizando o mesmo
protocolo (Moreira et al., 2014), bem como reforga a observagdo de uma ampla variagdo no
estro por outros autores (60 horas [Simonetti et al., 2000]; 96 horas [Vinoles et al., 2001]).

A época do ano afetou a média do momento do inicio da manifestacdo do estro
e intervalo estro/ovulagdo, porém néo afetou a média do momento da ocorréncia da ovulag&o.
Foi interessante notar que existiu um mecanismo compensatdrio entre 0 momento do inicio da
manifestacdo do estro e o intervalo entre o estro e a ovulacdo (Figura 2), onde o0 momento do
inicio da manifestacdo do estro ocorreu mais cedo resultou no aumento do intervalo
estro/ovulacdo, ocorrendo de forma contréria quando o estro iniciou mais tarde. Esse
mecanismo provavelmente foi o responsavel pela época do ano ndo ter influenciado na média
do tempo para a ovulagdo. Assim, em geral, pdde-se observar que os fatores relacionados a
época do ano mostraram ter uma influéncia importante na reposta ao protocolo hormonal
empregado. Uma vez que esses fatores mudam muito entre regides geogréficas distintas, a
realizacdo de trabalhos que adequem os protocolos a realidade local é essencial. A busca por
protocolos que sincronizem a ovulacdo em um periodo de tempo curto e a comprovacdo da
importancia dessa sincronia na inseminacdo artificial em tempo fixo é extremamente
importante. No entanto, até que isso se concretize, apds a sincronizacdo utilizando protocolo
longo com MAP, segere-se a inseminagdo artificial com observacdo do estro de forma
individual, levando em consideracgdo o tempo entre o inicio da manifestacdo do estro a ovulacéo
(média global de 28,7 + 5,7 horas), porque este ndo sofre grandes alteracdes entre diferentes
estudos (Letelier et al., 2011; Balaro et al., 2015; Oliveira et al., 2016).

A época do ano ndo afetou o didmetro do maior foliculo, o nimero de corpos
luteos e a concentracdo de progesterona, entretanto, foi observado um aumento no volume total
dos corpos luteos na época seca em relacdo as épocas de transigdo seca/chuvosa e chuvosa. O
motivo porque isso ocorreu é dificil de explicar, uma vez que o mesmo padrao ndo foi observado
nos parametros foliculares e na concentracdo de progesterona. Aparentemente, os periodos de
ciclicidade, anestro e transicdes podem alterar o padréo de secrecdo de LH em animais que
exibem estacionalidade reprodutiva (Rosa & Bryant, 2003) e esse horménio é essencial para a
formacdo do corpo luteo (Niswender et al., 2000). Portanto, é possivel que as pequenas

mudangas no fotoperiodo e/ou as mudancas climaticas nos periodos estudados possam estar
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envolvidos em pequenas alteragdes no padrdo de secre¢éo de LH, o que pode ter modificado a
quantidade e/ou volume das células luteinizadas, sem afetar a producdo de progesterona.

No geral, embora uma alta porcentagem de ovelhas deslanadas da raca Santa
Inés apresentem ciclicidade ao longo do ano em latitudes mais baixas (Balaro et al., 2014), a
resposta ao protocolo de sincronizacao sofreu alteracdes nas diferentes épocas do ano, mas nao
afetou a eficiéncia do protocolo na taxa de manifestacdo do estro e momento da ocorréncia da
ovulacdo e na formacdo de um corpo lateo funcional. Essas modificacdes, uma vez que
alteraram o momento do inicio da manifestacdo do estro e a sincronia do estro e da ovulacéo,
devem ser consideradas para definir qual a melhor metodologia a ser empregada na inseminagéo
artificial (p.ex. método e horério de 1A e tipo de sémen), em cada época. Entretanto, é
importante ressaltar que a falta de sincronia da ovulacdo observada no protocolo utilizando
MAP e eCG pode influenciar negativamente as taxas de gestacdo apos IATF. Como a média
geral o intervalo entre o estro a ovulacdo (28,7 = 5,7 h) ndo sofre grandes modificacdes entre
diferentes estudos (Balaro et al., 2015; Oliveira et al., 2016), sugere-se que ap06s a utilizacao do
protocolo longo com MAP em condicBes de campo, seja realizada a observacao de estro para
pré-determinar, individualmente, 0 momento mais apropriado para a inseminacéo artificial, e

assim garantir melhores taxas de fertilidade.



7 CONCLUSAO

O protocolo longo com MAP e 300 Ul de eCG sincroniza melhor o estro na
época seca do que na chuvosa e a ovulacao ocorre de forma mais sincronizada na época seca e
transicdo seca/chuvosa em relacdo a época chuvosa. Entretanto, esse tratamento hormonal, nas
quatro épocas estudadas, apresenta um grande intervalo entre a primeira e a Ultima ovelha a

manifestarem o estro e também ovularem, resultando em baixa sincronia.
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CAPITULO 4

EFEITO DO ESTRADIOL E SEUS ESTERES SOBRE A LIBERACAO DE
GONADOTROFINA E DINAMICA FOLICULAR EM OVELHAS DESLANADAS
TROPICALMENTE ADAPTADAS SINCRONIZADAS COM PROGESTERONA



1 RESUMO

O perfil de estradiol e FSH foram avaliados em ovelhas ovariectomizadas tratadas com 2 mg
de E-17B, BE ou ECP associados a progesterona durante 7 dias. Além disso, a supressdo e
recrutamento de uma nova onda foi verificada em 10 ovelhas intactas tratadas com 2 mg de E-
173 ¢ BE em combinagao com a progesterona. O perfil de estradiol e FSH apresentaram uma
relagdo hormoénio-dependente, no qual, quanto maior a meia-vida da formulagdo de estradiol
utilizada maior o efeito supressor das concentraces de FSH. As doses de E-17f ¢ BE utilizadas
ocasionaram a supressdo e recrutamento de uma nova onda folicular, contudo, a utilizacéo de 2

mg de BE atrasou o surgimento da nova onda folicular.

Palavras chave: estradiol-17p, benzoato de estradiol, cipionato de estradiol, recrutamento da

onda, sincronizagao.



2 ABSTRACT

Estradiol and FSH profile were evaluated in ovariectomized ewes treated with 2 mg of E-17p,
EB or ECP associated with progesterone for 7 days. Furthermore, suppression and recruitment
of a new wave was observed in 10 intact sheep treated with 2 mg of E-17p and EB in
combination with progesterone. Estradiol and FSH profile showed a hormone-dependent
manner, in which, the higher the half-life of estradiol formulation used the most suppressive
effect of FSH concentrations. E-17p and EB dose resulted in suppression and follicular
recruitment of a new wave, however, the use of 2 mg of EB delayed the emergence of the new

follicular wave.

Keywords: estradiol-17p, estradiol benzoate, estradiol cypionate, recruitment wave,

synchronization.



3 INTRODUCAO

Progesterona (P4) ou progestagenos (acetato de medroxiprogesterona, MAP;
acetato de fluorogestona, FGA) durante 12 a 14 dias sdo amplamente utilizados na
sincronizagdo do estro em ovinos (Abecia et al., 2012). No entanto, esses protocolos nédo
sincronizam precisamente o estro e a ovulacdo (Moreira et al., 2014). As caracteristicas do
momento da ocorréncia da ovulacao e a sincronia da ovulacdo podem ser muito inconsistentes
guando o estro é sincronizado, e potencialmente levando a uma reducdo na fertilidade. Além
disso, tratamentos com progestagenos (12-14 dias) foram associados a ovulacdo de foliculos
envelhecidos e a uma diminuicdo da fertilidade subsequente (Johnson et al., 1996; Ungerfeld
& Rubianes, 1999; Vinoles et al., 2001).

Essas limitagdes poderiam ser contornadas pelo controle do momento da
emergéncia da onda de crescimento folicular durante o protocolo de indugédo/sincronizagédo do
estro. Isto levaria a ovulacdo de foliculos jovens e com 0 mesmo estagio de desenvolvimento
folicular ao final do protocolo. O tratamento de ovelhas ciclicas com implantes liberando
concentragdes suprafisiologicas de estradiol (E2) bloqueou o pico sérico do horménio foliculo
estimulante (FSH) que precedem as ondas foliculares, e suprimiu a emergéncia da onda (Barrett
et al., 2006; Barrett et al., 2007). Em ovelhas em anestro, uma Unica aplicacdo de estradiol-17f
(E-17B; 350ug/ovelha) 6 dias apos o tratamento com MAP, resultou no efeito supressivo sobre
0 FSH e na emergéncia de uma nova onda dentro de 4 — 7 dias apds o tratamento com estradiol
(Barrett et al., 2008). Contudo, o mesmo protocolo hormonal falhou em suprimir e
ressincronizar a emergéncia da onda folicular durante a estacdo reprodutiva (Bartlewski et al.,
2015).

Utilizando 0,1 e 0,2 mg de benzoato de estradiol (BE) em ovelhas Suffolk,
Takada et al. (2012) ndo observaram o surgimento de uma nova onda folicular de forma
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sincronizada, e nem a supressédo do crescimento folicular em 4 dias de protocolo com MAP.
Entretanto, tem sido relatado em bovinos, que outros ésteres de estradiol, como o BE e 0
valerato de estradiol (VE) causam uma supressdo prolongada das concentracdes de FSH e um
atraso no surgimento da onda folicular. Além disso, o intervalo entre o tratamento até a
emergéncia da onda folicular parece ser dependente de ambas a preparagéo e dose de estradiol
(Martinez et al., 2005), assim como, do ressurgimento da secre¢do do FSH (O'rourke et al.,
2000). Talvez baixas doses de BE por um curto periodo ndo foram suficientes para causar a
supressdo folicular e o recrutamento de uma nova onda em ovinos. Entretanto, ndo se é
conhecido quais outros efeitos seriam também induzidos pela administragdo de doses maiores
de E-17p ou de seus ésteres sobre a secre¢do de gonadotrofina e desenvolvimento folicular em
ovelhas ciclicas.

Os efeitos do E-17p sobre a liberagdo de gonadotrofinas em ovelhas em anestro
tratadas com progesterona/progestageno (Barrett et al., 2008; Ungerfeld, 2009) e do E-178, BE,
VE ou cipionato de estradiol (ECP) em novilhas ou vacas tratadas com
progesterona/progestageno (Bo et al., 1995; Bo et al., 2000; Martinez et al., 2000; Garcia e
Salaheddine, 2001; Colazo et al., 2003; Martinez et al., 2005; Sa Filho et al., 2011) tém sido
relatados. Embora do E-17p, BE, VE e ECP tém sido utilizados em protocolos de sincronizagao
do estro em bovinos, uma comparacdo contemporanea dos efeitos de do E-178, BE ou ECP
sobre as concentracdes de gonadotrofinas, e 0 uso das mesmas doses utilizadas em vacas destas
preparacdes de estradiol em ovelhas ciclicas intactas tratadas com progesterona (P4), ainda nao
foram estudadas. Uma maior compreensdo das semelhancas e diferencas entre as varias formas
de estradiol sobre a regulacdo hormonal do desenvolvimento folicular tem contribuido para o
desenvolvimento de novos tratamentos de sincronizagéo do estro (revisado por [Macmillan et
al., 2003]) e consistentemente resultou em altas taxas de gestacdo apds inseminacao artificial
em tempo fixo (IATF) em bovinos, independentemente da fase do ciclo estral (revisado por
[Mapletoft et al., 2003]). Espera-se que o mesmo ocorra em ovelhas, mas isto ndo foi
profundamente estudado como foi em bovinos. Portanto, estudos devem ser conduzidos a fim
de elucidar as implicag¢fes do uso destes horménios em ovinos.

Assim, com base nos perfis farmacocinéticos das diferentes formulages de
estradiol, dois experimentos foram realizados para avaliar os efeitos do tratamento com
diferentes formulacbes de estradiol sobre a liberacdo de gonadotrofina e dindmica folicular
ovariana em ovelhas ovariectomizadas e intactas, respectivamente. No Experimento 1
objetivou-se determinar os perfis plasméticos de E> e FSH em ovelhas ovariectomizadas

tratadas com P4 que receberam trés formulagdes de estradiol diferentes. No Experimento 2
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objetivou-se comparar a eficacia do E-17B e BE na sincroniza¢do da emergéncia da onda

folicular em animais intactos tratados com P4.



4 MATERIAIS E METODOS

Preocupacdes éticas foram atendidas em conformidade com o regulamento local
de praticas de bem-estar animal. Todos os procedimentos deste estudo foram aprovados pela
Comisséo de Etica no Uso de Animais da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
(Protocolo CEUA-Cenargen 261/2015).

4.1 Animais

O experimento foi realizado em Brasilia, DF, Brasil, de agosto a novembro de
2014. A regido esta a 15°47'S, 47°55'W; altitude média de 1.080 m. O clima é tropical (Aw na
classificagdo de Kdppen) com uma precipitagdo anual entre 1.300 e 1.600 mm e temperatura
média anual de 19 até 20°C (Alvares et al., 2013). Ovelhas da raga Santa Inés, sexualmente
maduras e clinicamente saudaveis, foram mantidas em baias de confinamento. Elas foram
alimentadas com uma dieta de manutencdo de feno de Cynodon sp. e silagem de milho, com

acesso ad libitum a agua e sal mineral.

4.2 Experimento 1

Seis ovelhas da raca Santa Inés (3-5 anos de idade) ovariectomizadas foram

tratadas com a insercdo de um dispositivo interno de liberacao de progesterona (EAZI-BREED
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CIDR®; InterAg, Hamilton, Nova Zelandia) durante 7 dias. Vinte e quatro horas ap6s a inser¢ao
da P4, os animais foram selecionados aleatoriamente para receber um dos trés tratamentos; (1)
2 mg de estradiol-17p (E-17p; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA; n = 2) em Gleo de gergelim
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), (2) 2 mg de benzoato de estradiol (BE; Hertape Calier
Saude Animal, SA, MG, Brasil; n = 2), e (3) 2 mg de cipionato de estradiol (E.C.P® - Zoetis™,
Florham Park, NJ, EUA; n = 2) todos administrados por via intramuscular. Este experimento
foi conduzido em trés repeticdes, com pelo menos 30 dias de intervalo, seguindo um
delineamento cross-over, em que todos 0s animais foram submetidos a todos os tratamentos,
totalizando ao final do experimento 6 animais por tratamento.

Amostras de sangue foram coletadas por venopuncdo da jugular em tubos
vacutainer de 10 ml contendo heparina Na, (BD Vacutainer® Plus Plastic Tubes, Franklin
Lakes, NJ, USA). As amostras foram colhidas um pouco antes da insercdo da P4 (-24h), antes
da administracdo de estradiol (Oh), 2 horas ap6s (2h), e, em seguida, em intervalos de 6 h para
as primeiras 48 h ap6s a administracdo de estradiol, e em intervalos de 12 horas, até a remogao
da P4. As amostras de sangue foram imediatamente centrifugadas durante 20 min a 1500 x g.
Apbs a separacdo, o plasma foi armazenado a -20°C até serem analisadas para E2 e FSH. A
concentracdo de E> e FSH no pré-tratamento foram obtidas da avaliacdo hormonal da primeira
amostra de sangue coletada. A concentracdo do pico hormonal de E foi definida como a
concentracdo de estradiol observada no vértice do pico. A concentracdao do nadir do horménio
foliculo estimulante foi definida como a concentracdo mais baixa de FSH observada.

As concentracdes séricas de E> foram mensuradas usando um kit RIA de fase
solida com tubos revestidos com anticorpos (Ultra-Sensive Estradiol RIA, DSL4800;
Immunotech®, Beckman Coulter Company, Marsielle, France). A sensibilidade do teste foi de
2,2 pg/mL, e os coeficientes de variacdo intra- e inter-ensaio foram de 8,9% e 12,2%,
respectivamente. As concentrac@es plasmaticas de FSH foram mensuradas usando um kit RIA
validado para a FSH bovino usando USDA-bFSH para padrdes de iodagéo e de referéncia, e
NIDDK anti-soro anti-oFSH. A sensibilidade dos testes foi de 0,025 ng/mL e os coeficientes

de variagao intra- e inter-ensaio foram de 10,55% e 13,22%, respectivamente.

4.3 Experimento 2
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Dez ovelhas da raga Santa Inés foram tratadas com a insercdo de um dispositivo
interno de liberagdo de progesterona (EAZI-BREED CIDR®). Vinte e quatro horas apds a
insercdo da P4, os animais foram selecionados aleatoriamente para receber um dos dois
tratamentos; (1) 2 mg de estradiol-17p (E-178; n = 5), (2) 2 mg de benzoato de estradiol (BE;
n =5). A P4 foi mantida até a observacg&o, por ultrassonografia transretal, da atresia do foliculo
dominante da nova onda folicular recrutada (ou seja, a onda folicular que surgiu apos a
administracdo do E-17p ou BE).

A dindmica folicular foi monitorada a cada 12 h por ultrassonografia transretal
dos ovérios, desde o dia da insercdo da P4 até o dia da retirada da P4. Foi utilizado um scaner
modo-B em tempo-real (DP-2200Vet; Shenzhen Mindray Bio-Medical Electronics Co. Ltd,
Nanshan, Shenzhen, PR China) com um transdutor linear multifrequencial em frequéncia de
7,5 MHz, endurecido com um cano de plastico adaptado. As ovelhas foram submetidas a exame
de ultrassom, enquanto contidas em estacdo com auxilio de um tronco de contengdo. Esta
técnica tem sido validada para o monitoramento dindmica folicular ovariana e deteccéo de
corpo lateo (CL) em ovinos (Vifoles et al., 2004). Todos os exames foram realizados por um
operador experiente. Os foliculos ovarianos e os CL foram medidos utilizando compassos de
calibre eletronicos internos, bem como o nimero, didmetro e localizacdo topogréafica da CL e
todos os foliculos antrais > 2 mm foram esbo¢ados em mapas dos ovarios. O volume do corpo
luteo foi medido pela férmula do cilindro (Silva et al., 2015).

Interpretacdo da dinamica folicular foi adaptado sob o critério relatado por
Bartlewski et al. (1999). O dia de regressdo completa do maior foliculo foi adotado como o dia
em que o maior foliculo do ovéario presente no inicio do tratamento atingiu 3 mm depois da
administracdo de estradiol. A onda folicular foi definida como um grupo de pequenos foliculos
que deram origem a um ou mais foliculos > 4 mm de didmetro. Para cada onda folicular, o dia
do surgimento foi definido como o dia em que o maior foliculo (MF) atingiu 3 mm de diametro,
seguido por um aumento do seu didmetro no dia seguinte. As seguintes caracteristicas das ondas
foliculares foram determinadas para cada ovelha: (1) diametro do maior foliculo no momento
da insergdo da P4; (2) didmetro do maior foliculo no momento do tratamento com estradiol; (3)
diametro do maior foliculo da nova onda emergida; (4) volume do CL no momento do
tratamento estradiol; (5) volume do CL no momento do diametro maximo do maior foliculo;
(6) intervalo entre o tratamento com estradiol até a regressdao de maior foliculo (7) intervalo
entre o tratamento com estradiol até o dia da emergéncia da onda; (8) intervalo entre o

tratamento de estradiol até a regressao da nova onda emergida; (9) taxa de crescimento do maior
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foliculo; e (10) duragdo do crescimento folicular, fase estatica, bem como comprimento da
onda.

A fase de crescimento foi definida como o tempo levado pelo foliculo para
crescer de 3 mm até o seu tamanho maximo; a taxa de crescimento foi calculada pela divisao
do crescimento folicular (diametro maximo - 3 mm) pela fase de crescimento; a fase estatica
foi definida como o tempo entre o fim da fase de crescimento folicular até ao inicio da regressédo
folicular; e o comprimento de onda foi obtido pela diferenca do tempo entre o fim da fase
estatica e o dia surgimento da nova onda. Durante a fase estatica, quando foi observada a
reducdo folicular em duas avaliagdes ultrassonografica consecutivas, o tempo da primeira

avaliacdo com reducdo foi determinada como inicio da regresséo folicular.

4.4 Andlise estatistica

Os dados foram analisados utilizando software estatistico R (R Core Team,
2014). Todos os valores estdo descritos em médias + desvio padrdo (D.P.) e a significAncia
estatistica foi definida como P < 0,05. As concentragdes plasmaticas de E> € FSH em amostras
colhidas durante o Experimento 1 foram analisadas para efeitos do tempo, do tratamento e
interacdo em um modelo linear (Im) fixado através do teste de analise de variancia para medidas
repetidas (anova). As concentracdes médias diarias de estradiol e de FSH foram analisadas por
um teste de ANOVA (aov) e posteriormente pelo teste de Duncan (duncan.test) quando os
dados eram paramétricos, e pelo teste de Kruskal-Wallis (kruskal) quando ndo paramétricos.

A mudanca nas concentragdes de E> e FSH foram avaliadas por analise de
regressdo segmentada (reg_seg) em um modelo linear (Im) fixado, juntamente com a analise
para a existéncia de pontos de quebra para avaliar possiveis diferencas nos padrdes das
concentragfes hormonais durante o tempo estudado. A comparagao entre as caracteristicas nas
concentragdes plasmaéticas de estradiol e de FSH no Experimento 1, e entre os tratamentos E-
178 e BE no Experimento 2, para os dados foliculares e luteais foram realizados pelo método

de bootstrap utilizando um processo de reamostragem com substituicdo em 10.000 simulagdes.



5 RESULTADOS

5.1 Experimento 1

Houve efeito do tratamento (P<0,001), tempo (P<0,001) e interacdo entre o
tratamento e o tempo (P<0,001; Figura 1) sobre as médias da concentragdo plasmaética de
estradiol. Uma mudanga na concentracdo média de E> no grupo E-17p foi caracterizada por um
aumento drastico (P <0,001) as 2 horas ap0s o tratamento, seguido por uma diminui¢do gradual,
com padrdo diferente dos outros grupos. A média plasmatica da concentracdo de E> aumentou
(P < 0,05) para 923,9 + 258,0 pg/mL as 3,3 + 2,1 h no grupo E-17f, para 220,5 + 117,4 pg/mL
as 20,0 £ 9,0 h no grupo BE e 102,5 = 57,5 pg/mL as 41,3 £ 39,1 h no grupo ECP. A
concentragdo do pico de estradiol foi maior (P < 0,001) em ovelhas tratadas com E-17f, do que
nos outros dois grupos, engquanto a concentracdo do pico foi maior no grupo BE do que no
grupo ECP (P < 0,05) (Tabela 1).

As 12 h o grupo E-17p atingiu a média da concentragio plasmatica de estradiol
similar ao BE, e ambos estavam mais altos (P < 0,01) do que no grupo ECP. O grupo BE
permaneceu com a média da concentracdo plasmatica de E> mais alta (P < 0,05) do que 0 grupo
ECP as 18 h, enquanto o E-17p teve valores semelhantes aos dois outros grupos (P > 0,05).
Entre 24 e 48 h os trés grupos permaneceram semelhantes (P > 0,05). O grupo E-17p atingiu
concentracdo basal de estradiol as 60 h, permanecendo inferior aos outros grupos (P < 0,05). A
mesma diferenca foi observada as 72 e 84 h apés o tratamento. Apos 84 h houve uma reducéo
na média da concentracdo plasmatica de estradiol no grupo BE resultando em concentragdes
semelhantes ao grupo E-17p as 96 e 108 h (P > 0,05), atingindo concentracdo basal as 120 h.

No grupo ECP, a média da concentragdo plasmatica de estradiol permaneceu maior (P < 0,05)
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comparado aos outros grupos das 96 até as 144 h e ndo atingiu concentracdo basal até o fim do

tratamento (Figura 1).
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Figura 1. Média (+ D.P.) da concentracdo plasmatica de estradiol, em cada grupo
individualmente ou com os trés tratamentos agrupados, em ovelhas ovariectomizadas que
receberam um dispositivo de liberacdo de progesterona novo no dia 0 (-24 h) e 2 mg de
estradiol-17p (¢E-17B; n = 6), benzoato de estradiol (mBE; n = 6) ou cipionato de estradiol
(AECP; n = 6) no Dia 1 (0 h). O pessario vaginal com P4 foi removido no Dia 7 (144 h;
Experimento 1). Os asteriscos indicam diferencas entre os grupos (P < 0,001***; P < 0,01**;

P <0,05%).

Houve efeito do tratamento (P < 0,001), tempo (P < 0,001) e interacdo entre o
tratamento e o tempo (P =0,0017; Figura 2) sobre a media da concentracdo plasmatica de FSH.
N&o houve efeito do tratamento (P > 0,05) sobre a concentracdo plasmaética de FSH das 24 a 84
h. As 96 h a média da concentragdo plasmatica de FSH no grupo ECP foi semelhante aos outros
dois grupos e foi maior (P < 0,05) no grupo E-17p comparado ao grupo BE. Durante as 108 h
até o final do tratamento (144 h) a média da concentracdo plasmatica de FSH foi maior (P <
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0,05) no grupo E-17p do que nos grupos BE e ECP, permanecendo semelhante nos dois Ultimos
(P > 0,05; Figura 2).
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Figura 2. Média (x D.P.) da concentracdo plasmética de FSH em ovelhas ovariectomizadas que
receberam um dispositivo de liberacdo de progesterona novo no dia 0 (-24 h) e 2 mg de
estradiol-17B (¢E-17B; n = 6), benzoato de estradiol (mBE; n = 6) ou cipionato de estradiol
(AECP; n = 6) no Dia 1 (0 h). O pessario vaginal com P4 foi removido no Dia 7 (144 h;
Experimento 1). Os asteriscos indicam diferencas entre os grupos (P < 0,001***; P < 0,01**;

P <0,05%).

A concentracdo plasmaética de FSH reduziu (P < 0,05) para 2,4 £ 1,2 ng/mL as
47,0 £ 15,4 h no grupo E-17p, para 0,9 + 0,9 ng/mL as 50,0 + 24,8 h no grupo BE ¢ 1,3 + 0,5
ng/mL as 132,0 + 7,6 h no grupo ECP. A concentracdo de FSH no nadir foi maior (P < 0,05)
em ovelhas tratadas com E-17f, do que com BE, enquanto a concentracdo do nadir de ambos
foi semelhante a aplicacdo de ECP (P > 0,05) (Tabela 1). Entretanto, o tempo para atingir o
nadir foi maior no grupo ECP do que nos outros dois grupos (P < 0,001; Tabela 1).
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Tabela 1. Efeito da administracdo de estradiol-17p (E-17B), benzoato de estradiol (BE) e
cipionato de estradiol (ECP) sobre as caracteristicas da concentracao plasmatica de estradiol e

FSH (média = D.P.) em ovelhas ovariectomizadas sincronizadas com P4

Grupos
Variavel
E-17B BE ECP
Concentracdo de E; no pré-tratamento (pg/mL) 10,6 4,3 6,5+75 96+6,3
Concentracdo do pico de E> (pg/mL) 923,9 +258,020 2205+117,4°> 1025 +57,5°
NC° de horas para atingir a concentragdo maxima de Ex* 3,3+2,12 20,0 £ 9,0% 41,3 +39,1°
Concentragdo de FSH no pré-tratamento (ng/mL) 4,4 +0,4% 3,6+1,32 5,7+1,4°
Concentragdo do nadir de FSH (ng/mL) 2,4+1,22 0,9+0,9° 1,3+0,5%®
N° de horas para atingir o nadir de FSH* 47,0 £ 15,42 50,0 £ 24,82 132,0+7,6°

Dentro da mesma linha, médias com diferentes sobrescritos (a, b, ¢) séo diferentes (P < 0,05)
*Hora 0 = momento da administragéo de estradiol

A analise de regressdo segmentada (Figura 3) apresentou dois pontos de quebra
no grupo E-17p (= 2h e = 42 h) e no grupo BE (= 6h ¢ = 18 h), e um ponto de quebra no grupo
ECP (= 6 h) na concentracdo plasmatica de estradiol. Os pontos de quebra indicam que houve
uma mudanca no padrdo de comportamento do perfil plasmatico hormonal nos grupos E-17p
(aumento-diminuicdo-estabilidade), BE (aumento-estabilidade-diminuicdo) e ECP (aumento-
diminuicdo). Nos grupos BE e ECP houve um aumento nas concentracfes circulantes de
estradiol em até 6 horas, e a partir deste momento os dois grupos apresentaram padrdes
diferentes. No grupo BE, concentragfes circulantes de estradiol permaneceram
consistentemente altas até as 18 horas, seguindo por uma queda menos proeminente em relacao
ao grupo E-17p, entretanto, mais acentuada do que no grupo ECP. No grupo ECP, apds atingir
0 pico da concentracdo de estradiol as 6 horas, esse permaneceu quase constante, sendo
observado um pequeno decréscimo ao longo do tempo. Enquanto que na concentracao
plasmatica de FSH, somente os grupos E-178 (= 36 h; diminui¢cdo-aumento) e BE (= 60 h;
diminuicdo-estabilidade) mostraram mudancas hormonais, com um ponto de quebra em cada e

nenhum ponto de quebra foi observado no grupo ECP (diminuicdo).
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Figura 3. Regressao segmentada e pontos de quebra (*) da concentracdo plasmatica de E>
e FSH em ovelhas ovariectomizadas que receberam um dispositivo de liberacdo de
progesterona novo no Dia 0 (-24 h) e 2 mg de (a) estradiol-17B (E-17B; n = 6), (b)
benzoato de estradiol (BE; n = 6) ou (c) cipionato de estradiol (ECP; n = 6) no Dia 1 (0

h). O pessario vaginal com P4 foi removido no Dia 7 (144 h; Experimento 1).

5.2 Experimento 2

No momento da inser¢do da P4, todas as ovelhas tinham um foliculo com
diametro médio ou grande (ou seja, > 4 mm; Figura 4) e pelo menos um corpo luteo. Os perfis

morfologicos da avaliagcdo ultrassonografica do diametro e padrdo de regressao do maior
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foliculo presente no ovario durante o tratamento e o padrdo de desenvolvimento do maior

foliculo que emergiram depois de iniciado o tratamento estdo apresentados na Figura 4.

Difmetro folicular (mm)

4.5 1

E-17p

------ Foliculo (1‘.1].‘[CI.D)
Foliculo {nova onda)

Tempo apoés a aplicacio de diferentes formulagdes de estradiol (h)

Figura 4. Identificagdo individual dos perfis de didmetro (> 3 mm) das estruturas

ovarianas (foliculos) presentes em cada ovelha (n = 10) durante o protocolo de

sincronizacdo, com inicio no dia em que o dispositivo de progesterona foi

inserido (Dia 0) e terminando no dia da regressdo do foliculo recrutado na nova

onda (Experimento 2). A linha tracejada representa o padrdo de regressdo do

maior foliculo presente durante o tratamento. A linha continua representa o

padrdo de aparecimento, crescimento e regressdo do maior foliculo que se

desenvolveu apos o inicio do tratamento. O painel (a) representa o grupo E-17p

(n =5); O painel (b) representa o grupo BE (n =5).

N&o houve diferenca (P > 0,05) no didmetro do maior foliculo e no volume do

corpo luteo entre os tratamentos no inicio do protocolo hormonal. Houve um efeito da

formulacdo de estradiol (P = 0,04) sobre o diametro do maior foliculo da nova onda emergida;

ovelhas que receberam E-17B tiveram um foliculo maior (5,4 + 0,4 mm) do que as que

receberam BE (4,2 + 0,3 mm; Tabela 2). Apds o inicio do tratamento, ambos 0s grupos tiveram
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o0 mesmo (P > 0,05) intervalo médio (dias) do tratamento até a completa regressdo do maior
foliculo presente nos ovarios. O intervalo médio entre o tratamento de E2 para a emergéncia da
nova onda e inicio de sua regressao ocorreu significativamente mais cedo para o grupo E-17
(4,0£0,8 e 8,5+ 0,7 dias, respectivamente) do que no grupo BE (8,9 £ 1,5e 12,3 + 1,2 dias,
respectivamente) (Tabela 2; Figura 4). N&o houve diferenca entre os tratamentos, na disperséo
entre a variacdo do tratamento de estradiol até a regressdo do maior foliculo (P = 0,73),
emergéncia (P = 0,25) e regressdo da nova onda (P = 0,37). A fase de crescimento e 0
comprimento da onda foram maiores no grupo E-17p do que no grupo BE (P < 0,01). Ndo
houve diferenca na taxa de crescimento e na fase estatica da nova onda folicular entre ovelhas
tratadas com E-17f ou BE (P > 0,05; Tabela 2).

Tabela 2. Média (x D.P.) das caracteristicas foliculares e luteais em ovelhas deslanadas que

receberam um dispositivo de liberacdo de progesterona um dia antes do tratamento com 2 mg

de estradiol-17p (E-17p8) ou 2 mg de benzoato de estradiol (BE)

- Grupos
Variavel E-17p BE
Numero de ovelhas 5 5
Diametro maximo (mm)
MF na insercdo da P4 5304 49+0,6
MF no tratamento de estradiol 5004 4,6 +0,5
MF da nova onda 5,4 0,4 42+0,3
Volume (mm?3)
CL no tratamento de estradiol 447,1+193,7 361,4+120,0
(5/5) (5/5)
CL no maximo didametro do MF da nova onda 499 5 + 56.6 4226+ 88,9
emergida
(3/5) (4/5)
Dia da regressao do MF*
Média (+ D.P.) 3010 2,7+0,8
Variagéo 15-4,0 2,0-4,0
Dia da emergéncia da onda*
Média (+ D.P.) 4,0+0,8 8,9+15°
Variagao 3,0-5,0 6,5-10,5
Dia da regressao da nova onda*
Média (+ D.P.) 8,5+0,7 12,3+1,2°
Variagao 7,5-9,0 10,5-13,5
Taxa de crescimento (mm/dia) 0,8+0,3 0,7+0,2
Fase de crescimento (dia) 2,6 +0,4% 1,6 +0,4°
Comprimento da onda (dia) 4,5+0,5? 3,5+0,5
Fase estéatica (dia) 19+0,2 1,8+04

Dentro da mesma linha, médias com diferentes sobrescritos (a, b) sdo diferentes (P < 0,05)
*Dia 0 = dia da administracdo de estradiol; MF = maior foliculo



6 DISCUSSAO

Este é o primeiro estudo que comparou os perfis hormonais de estradiol e FSH
em ovelhas ovariectomizadas pré-tratadas com P4, em combinagdo com uma dose de E-17f ou
de seus ésteres e comparando a dindmica das ondas foliculares em ovelhas ciclicas pré-tratadas
com estes hormonios. Neste experimento foram demonstrados distintos perfis de estradiol e de
FSH apds a administracdo de doses elevadas de E-17B, BE ou ECP em ovelhas
ovariectomizadas (Experimento 1) e o desenvolvimento folicular ovariano apds a administracédo
de doses elevadas de E-17 ou BE em ovelhas ciclicas (Experimento 2).

O E-17p ¢ a forma mais natural das formulagdes de estradiol aqui estudadas e a
gue possui a acdo mais potente (O'rourke et al., 2000). Talvez por esse motivo, este hormonio
seja 0 mais estudado em ovinos (Meikle et al., 2001; Barrett et al., 2006; Barrett et al., 2007;
Ungerfeld, 2009; Bartlewski et al., 2015), contudo, este ndo esta comercialmente disponivel no
Brasil. Entretanto, os ésteres como o0 benzoato de estradiol e o cipionato de estradiol estdo
disponiveis no mercado para o uso veterinario. Muitos estudos foram realizados em bovinos,
ao longo dos anos, para avaliar a resposta e a similaridade dos ésteres de estradiol com o E-17,
porém, esses mesmos estudos ainda ndo foram conduzidos em ovinos a fim de viabilizar a
utilizacdo destes hormonios em um protocolo de sincronizacéo do estro ou de superovulacéo.

A concentracdo plasmatica de estradiol no inicio do protocolo estd de acordo
com dados da literatura em ovelhas ovariectomizadas néo tratadas com estradiol (Rawlings et
al., 1984). Os resultados deste experimento da dindmica de absor¢édo e metaboliza¢do hormonal,
e da concentracdo do pico de estradiol apresentaram similaridades com a utilizagéo do estradiol-
17B na sincronizag¢do do estro em bovinos (Bo et al., 2000), assim como j& era esperado. O
perfil plasmético da concentracdo de estradiol durante todo o protocolo dependeu da formulagédo

de estradiol utilizada, mostrando diferentes padrdes de comportamento hormonal ao longo do
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tempo, na analise de regressdo segmentada (Figura 3) entre os trés estradiois estudados. Para
que um padrdo semelhante ao obtido pelo E-17f (aumento-diminuicdo-estabilidade) fosse
observado no BE e ECP, hipoteticamente seria necessaria a reducéo nas doses dos ésteres de
estradiol, uma vez que a concentracdo plasmatica de estradiol apresenta uma resposta dose-
dependente (O'rourke et al., 2000).

A média da concentracdo plasmatica de estradiol no pico foi consideravelmente
maior no grupo E-17B do que nos grupos BE ¢ ECP, seguido por uma diminui¢do para
concentracdes basais em aproximadamente 60 horas no grupo E-17f e 120 horas no grupo BE.
Os grupos BE e ECP, apesar de terem apresentado a concentracdo do pico de E» 4,2 e 9,0 vezes
menores, respectivamente, do que o grupo E-17p, ambos mantiveram concentragdes circulantes
de E> por um tempo mais prolongado em relacdo ao E-17p. Entretanto, no grupo ECP isto
ocorreu de uma forma bem mais expressiva do que nos outros grupos, fazendo com gue néo
atingisse as concentracdes basais até o fim do tratamento, por isso, esse horménio ndo foi
utilizado no Experimento 2. Os resultados deste estudo demonstraram claramente, nas
concentracdes plasmaticas de estradiol, que os ésteres de estradiol, tais como BE e ECP, tem
um tempo de vida mais prolongado em comparagdo com o0 E-17B também em ovelhas
ovariectomizadas, assim como foi visto em bovinos (Bo et al., 1993; Bo et al., 2000; O'rourke
et al., 2000; Colazo et al., 2003; Martinez et al., 2005). Além disso, que o ECP apresenta uma
maior meia vida em relacdo ao BE, assim como verificado em mulheres que receberam 5 mg
de diferentes ésteres de estradiol (Oriowo et al., 1980).

O estradiol € um dos horménios responsaveis pela regulacdo da secrecdo de FSH
por meio de um mecanismo de feedback negativo (Baird et al., 1991; Mann et al., 1992). Esse
mecanismo € potencializado pela combinacdo do estradiol com progesterona/progestageno,
resultando em uma maior supressao das concentracdes séricas de FSH (Rawlings et al., 1984;
Bo et al., 1994; Barrett et al., 2008). No presente estudo, a mudanc¢a no padrdo de absor¢édo e
metabolizacdo das formulagdes de estradiol utilizadas resultou em diferentes efeitos sobre as
concentragfes de FSH, assim como foi observado em bovinos (Martinez et al., 2005).
Entretanto, o feedback negativo, ocasionado pela associa¢éo da progesterona com os ésteres de
estradiol, resultou em uma supressdo do FSH muito mais potente em ovinos do que em bovinos,
uma vez que, em ovinos a dose de 2 mg de BE utilizada ocasionou no blogueio do aumento das
concentracdes de FSH até o final do tratamento e em bovinos o bloqueio ocorreu de forma
transitoria, de modo que as concentracdes de FSH comegaram a aumentar mesmo com alta

concentragdo sérica de estradiol (O'rourke et al., 2000).



85

As concentragGes médias de FSH no pré-tratamento sofreram reducédo de 46%,
75% e 77% nos grupos E-17p, BE e ECP, respectivamente, em relacdo a média da concentragdo
de FSH no nadir. Além disso, a dose de 2 mg de E-17B ou BE ou ECP administrada em
combinacdo com a progesterona, suprimiu a concentracdo plasmatica de FSH em ovelhas
ovariectomizadas por pelo menos ~ 36 h no grupo E-17p e 144 h nos grupos BE e ECP (Figura
3). O grupo BE exerceu um efeito supressivo maior sobre a média da concentracdo de FSH no
nadir do que o grupo E-17p. Entretanto, o0 mesmo nao ocorreu no grupo ECP em relagdo ao E-
17B. A média dos valores minimos alcancados no grupo ECP, considerados como nadir, ndo
diferiu do valor obtido no grupo E-17p. Contudo, devido a maior meia vida do ECP, as
concentracdes de E> se mantiveram elevadas ao longo de todo experimento e os valores obtidos
da concentracdo de FSH ainda se encontravam em uma queda constante (Figura 3). Portanto, o
tempo do experimento ndo permitiu avaliar com precisdo o valor do nadir na utilizacdo de 2 mg
de ECP associado a progesterona. Deste modo, somente o grupo E-17p apresentou uma
supressao transitoria, e essa diferenca no padréo de supressdo pode ter ocorrido devido a maior
duracdo média das concentracdes elevadas de estradiol no grupo BE e ECP, o0 que acarretou em
um periodo maior de supressdo e com um efeito mais potente, sobre as concentracGes
plasmaéticas de FSH.

A supresséo das concentracgdes de FSH, utilizando protocolos com associacgéo de
estradiol e progesterona, foi relacionada com a regresséo da onda folicular presente no ovario
e recrutamento de uma nova onda de forma sincronizada (Bo et al., 2000; Martinez et al., 2005;
Barrett et al., 2008). Em bovinos, para que ocorra a regressdo do foliculo dominante, 0 aumento
nas concentracBes circulantes de E» durante um periodo entre 12 a 24 horas € suficiente,
contudo, esta ndo ocorre quando a concentracao de estradiol é mantida por apenas 10 horas (Bo
et al., 2000). Em ovinos, durante o periodo de anestro, a utilizacdo de 0,35 mg de E-17p + MAP
manteve a concentracdo sérica de E> por pelo menos 12 horas, o que resultou na regresséo
folicular e recrutamento de uma nova onda (Barrett et al., 2008). Entretanto, resultado igual néo
foi observado utilizando a mesma dose de E-17, em ovelhas ciclicas tratada com P4 ou MAP
(Bartlewski et al., 2015).

No presente experimento, a concentragdo circulante de E-173 reduziu em
aproximadamente 42 horas (Figura 3) e somente obteve concentracdes estatisticamente
proximas a basal as 60 horas (Figura 1). Esse periodo (Experimento 1) foi suficiente para causar
a regressdo folicular e recrutamento de uma nova onda (Experimento 2) em ovelhas ciclicas.
Contudo, ficou evidente que a dose utilizada neste experimento foi elevada, o que resultou num

tempo mais longo que o requerido para a regressdo dos foliculos ovarianos. Possivelmente em
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ovelhas ciclicas seja necessario um periodo de manutencdo das concentraces de estradiol
elevadas maior que 12 horas e inferior a 42 horas, e para isso a dose ideal estaria entre 0,35 mg
e 2 mg de E-17B.

A concentracdo de E> alcangada pelo grupo BE resultou no mesmo padrédo do
grupo E-17p na regressdo do maior foliculo presente no ovario no inicio do tratamento. Devido
ao prolongamento da exposi¢do a progesterona no Experimento 2, o BE foi capaz de recrutar
uma nova onda com a mesma sincronia que o E-17p. Entretanto, 0 efeito supressivo maior do
BE atrasou o recrutamento da nova onda em aproximadamente 4,9 dias. Foi interessante notar
que uma ovelha do grupo BE apresentou comportamento de ninfomania do 2° ao 5° dia ap6s a
aplicacdo do tratamento, além disso, 80% dos animais do mesmo grupo apresentaram foliculos
<2 mm entre os dias 5,25 + 0,5 até 8,6 + 0,6 (média + D.P.), que apareciam e desapareciam
entre uma avaliacdo e outra, muitas vezes ndo sendo observado nenhum foliculo presente no
ovario.

Barrett et al. (2006) observaram que a média da concentracéo basal de FSH em
ovelhas tratadas com implantes grandes com 10% estradiol-17p (1,91 + 0,13 ng/mL) ndo
sofreram modificacdes em relagcdo ao grupo controle (1,48 £ 0,17 ng/mL; sem estradiol), e que
devido a isso, a presenca de implantes grandes ndo influenciou a resposta do nimero de
foliculos do grupo de pequenos foliculos (2-3 mm de diametro). No presente estudo, o BE
obteve resultado no nadir de FSH (0,9 £ 0,9) inferior ao obtido por esses autores, 0 que
associado ao maior efeito supressivo sobre as concentracdes de FSH por um tempo prolongado,
resultou em uma mudanca no padrdo de resposta em relacdo ao grupo de pequenos foliculos
presentes no ovario, ao longo do tratamento, evidenciando que a dose utilizada foi muito
elevada.

A onda folicular em ovelhas é precedida por um aumento transitorio nas
concentracdes de FSH que estimula a emergéncia da onda folicular (Souza et al., 1998; Bister
et al., 1999; Gibbons et al., 1999; Bartlewski et al., 2000; Evans et al., 2002). A emergéncia da
nova onda folicular ocorreu em aproximadamente 4 dias (= 96 h) e 8,9 dias (= 213,6 h) apés a
aplicacéo de E-17f e BE, respectivamente. Nas ovelhas ovariectomizadas (Experimento 1) a
concentracdo de FSH sofreu uma reducgdo transitoria e tornou a subir com 1,5 dias (= 36 h), e
no grupo BE, a concentracao plasmatica de FSH alcancou concentragdes constantes em 2,5 dias
(= 60 h) (Figura 3) e ndo aumentou consideravelmente até 6 dias (=144h), mesmo em baixas
concentragOes de estradiol. Esse resultado explica o atraso na emergéncia da proxima onda
folicular em ovelhas intactas que receberam 2 mg de BE em comparagdo as tratadas com 2 mg

de E-17B (Experimento 2). Em bovinos, a reducdo da dose de 5 mg para 1 mg de BE adiantou
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a emergéncia da onda folicular e apresentou a mesma eficécia de sincronia que 5 mg de E-17f
(Martinez et al., 2005). Isso sugere que a dose de BE utilizada no presente experimento possa
ser reduzida, no entanto, isso deve ser feito com cautela uma vez que 0,1 ou 0,2 mg de BE néo
suprimiu a onda folicular e nem recrutou uma nova onda durante a pré-estacao reprodutiva de
ovelhas (Takada et al., 2012).

As gonadotrofinas séo criticamente importantes para o crescimento folicular
(Mcneilly et al., 1992). O tipo de estradiol e 0 seu efeito sobre a secrecdo de FSH, no
Experimento 2, ndo afetou a taxa de crescimento. Entretanto, o BE teve uma fase de crescimento
menor, o que refletiu em um menor comprimento da onda e menor didmetro do maior foliculo
da nova onda, do que no E-17p. Por hipdtese, alteracdes nas concentragdes de estradiol possam
ser reguladores significativos das concentracbes de FSH em ovelhas, mesmo quando essas
mudancas sdo pequenas ou ndo detectaveis, e/ou a pituitaria pode ser altamente sensivel a
pequenas alteracdes nas concentracGes de esteroides. N&o se sabe ao certo o que levou o maior
foliculo da onda emergida no grupo BE néo ter um crescimento semelhante ao E-17p, contudo,
a diferenca no tempo de meia-vida e supressdao de FSH entre os dois hormonios possam estar
envolvidas.

Em resumo, a dose de estradiol e benzoato de estradiol utilizados neste estudo
resultou na supressé@o das concentragcdes de FSH, e consequentemente, regressao e sincronia de
uma nova onda folicular em ovelhas ciclicas. Este serd& um modelo Util para ser utilizado como
base no desenvolvimento de novos protocolos de sincronizagdo do estro que visem um melhor

controle do desenvolvimento folicular.



7 CONCLUSAO

A utilizacdo de 2 mg de E-178 ou 2mg de BE ou 2 mg de ECP ocasiona no
aumento da concentracdo plasmatica de E> em intervalos distintos, o que leva a uma supressao
da concentracdo plasmatica de FSH com a duracdo dependente do tempo de meia-vida da
formulacdo de estradiol utilizada.

A dose de 2 mg de BE resulta na supressao prolongada da concentragéo de FSH,
0 que leva a um atraso na emergéncia da nova onda folicular em 4,9 dias em relacéo a utilizacédo
de E-17p. Contudo, a associacdo da progesterona e 2 mg de E-17p ou 2 mg de BE foram eficazes

em suprimir e ressincronizar a emergéncia da onda folicular em ovelhas ciclicas.
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CAPITULO 5

EFEITO DO MOMENTO DA APLICACAO E DA DOSE DE eCG SOBRE
SINCRONIA DO ESTRO E DA OVULACAO EM OVELHAS DESLANADAS SOB
CONDICOES TROPICAIS



1 RESUMO

A influéncia da dose (300Ul ou 400Ul) e do momento de aplicagéo (24 horas antes e no
momento da remocdo da progesterona) foi avaliada quanto ao desenvolvimento folicular e
sincronia do estro e da ovulacdo em ovelhas deslanadas (n = 12), sincronizadas com
progesterona por 12 dias e mantidas em 15° de latitude sul, sob condigdes tropicais. Todos 0s
protocolos foram eficientes em induzir o estro, a ovulagédo e a formacéo de pelo menos um
corpo luteo funcional. A aplicacdo de 400 Ul de eCG 24 horas antes da remocao do pessario de
P4 aumentou a dispersdo do momento do inicio da manifestacdo do estro e do momento da
ocorréncia da ovulagdo. O protocolo longo com progesterona associado a uma dose de 300 Ul,
independente do momento de aplicagéo, resulta em uma boa sincronia da ovulacdo, podendo

ser utilizado em programas de IATF em ovinos deslanados.

Palavras chave: P4, ovino, sincronizagdo do estro, fertilidade, inseminagdo artificial



2 ABSTRACT

Dose response of 300 IU or 400 1U and time application (24 hours before and at the time of
progesterone removal) was evaluated to assess follicular development and synchronization of
estrus and ovulation in hair sheep (n = 12), synchronized with progesterone for 12 days and
maintained at 15° south latitude, under tropical conditions. All protocols were effective in estrus
inducing, ovulation and the formation of at least one functional corpus luteum. The application
of 400 1U eCG 24 hours before removing the pessary P4 increased the dispersion of the onset
of estrus manifestation and the moment of the occurrence of ovulation. Long-term progesterone
protocol associated with a dose of 300 IU, regardless of the time of application, results in a

good synchronization of ovulation and can be used in FTAI programs in hair sheep.

Keywords: P4, sheep, estrous synchronization, fertility, artificial insemination



3 INTRODUCAO

A manipulagdo do ciclo estral em ovinos tem sido amplamente utilizada para
induzir o estro durante a estacdo ndo reprodutiva, quando seu uso é obrigatério, e também para
auxiliar na sincronizacdo do estro e ovulacdo durante a estacao reprodutiva, quando seu uso é
opcional. O protocolo hormonal mais utilizado, baseia-se no tratamento longo com
progestageno ou progesterona associados a uma dose de gonadotrofina coridnica equina (eCG)
(Souza, 2013). A dose de eCG pode variar de 250-500 Ul, dependendo da idade, raca e estacao
(Abecia et al., 2012).

O eCG possui acdo de FSH e LH e devido a sua longa meia-vida (eCG =~ 50
horas; Martinuk et al., 1991), apresenta um periodo prolongado de agdo (Murphy, 2012).
Usualmente a aplicacdo da eCG € realizada no momento da remocdo da
progesterona/progestageno, entretanto, ha relatos na literatura sobre a utilizacdo da eCG em
diferentes momentos, desde 48 horas antes até 24 horas depois da remogdo do pessario (Ali,
2007; Koyuncu & Alticekic, 2010; Quintero-Elisea et al., 2011), o que pode influenciar na
sincronia do estro e da ovulacéo.

O protocolo longo utilizando MAP e uma dose de 300 Ul de eCG no momento
da remocéo da esponja, ndo resulta em boa sincronia o estro e a ovulacdo em ovelhas deslanadas
(Moreira et al., 2014). Até o presente momento, em ovinos deslanados, as informagdes sobre a
sincronia do estro e da ovulagdo com diferentes doses e momentos de aplicacdo de eCG sdo
limitadas. Essa avaliacdo possibilitaria definir e contrastar a eficiéncia desses protocolos.
Portanto, objetivou-se avaliar o efeito da dose e do tempo da aplicacdo de eCG sobre a sincronia
do estro e ovulacdo, em ovelhas deslanadas, sincronizadas com progesterona e criadas em

condigdes tropicais.



4 MATERIAIS E METODOS

Preocupacdes éticas foram atendidas em conformidade com o regulamento local
de praticas de bem-estar animal. Todos os procedimentos deste estudo foram aprovados pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
(Protocolo CEUA- Cenargen 261/2015).

4.1 Animais e delineamento experimental

O experimento foi realizado no final de novembro até a primeira quinzena de
dezembro (terco final da primavera) no ano de 2015, em Brasilia, DF, Brasil, localizado a 15°47"
de latitude sul e 47°55' de longitude oeste, 1080m de altitude, de clima tropical. O clima da
regido é caracterizado por verao chuvoso e inverno seco, tipo AW pela classificacdo de Koppen
(Alvares et al., 2013), com a precipitacdo mensal de 350 mm, temperatura média mensal de
20,5°C, umidade média mensal de 87,2%, no periodo estudado.

Foram utilizadas 39 ovelhas deslanadas da raca Santa Inés, higidas e ciclicas,
com idade entre 2 e 5 anos, peso médio de 49,2 + 6,2 kg e escore de condigdo corporal entre
3,0e 3,5 (escalade 1 a5 [Thompson e Meyer, 1994]). Os animais foram mantidos em pastagem
de Panicum maximum e no periodo das avalia¢cdes do estro e ovulacéo, todos os animais foram
alocados em baias coletivas recebendo feno de Tifton (Cynodon sp.). Em todo o periodo
experimental os animais tiveram livre acesso a agua e sal mineral.

As ovelhas tiveram o estro sincronizado através da inser¢do de um dispositivo
intravaginal contendo 0,33 g de progesterona (EAZI-BREED CIDR®, Zoetis Indlstria De
Produtos Veterinarios Ltda), que permaneceu por 12 dias. No momento da retirada do pessario
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vaginal, as ovelhas foram divididas aleatoriamente (n = 10), para receber 300 Ul ou 400 Ul de
eCG (Novormon®, Intervet Schering-Plough do Brasil S.A.) por via intramuscular, 24 horas
antes ou no momento da remocdo da progesterona. O experimento seguiu um delineamento
fatorial 2x2, formando assim quatro tratamentos: 300Ul/-24h; 400UI/-24h; 300UI/Oh; e
400U1/0h.

4.2 Avaliagéo do estro

Ao final do protocolo as ovelhas foram mantidas na presenca de um rufido, que
teve a regido do externo pintado com uma mistura de éleo e tinta em pd. O estro foi avaliado
em intervalos de quatro horas, por um periodo de 30 min, sendo consideradas em estro as
fémeas que aceitavam a monta e que estavam marcadas na regido da garupa. Foram registrados
0s seguintes parametros: incidéncia de estro (%), obtido pela razdo do numero de ovelhas em
estro pelo nimero total de ovelhas do tratamento; momento do inicio da manifestacdo do estro
sendo o tempo entre a remogdo do pessario até o inicio da manifestacdo estral; e dispersdo do
momento do inicio da manifestagdo do estro sendo a diferenca entre 0 maior e menor tempo

observado do inicio da manifestacdo do estro em cada tratamento.

4.3 Avaliacdo ultrassonografica

As avaliagcOes ultrassonograficas foram realizadas, em cada ovelha, doze horas
apos o inicio da manifestacdo do estro. Os exames ultrassonograficos foram realizados em
intervalos de 6 horas usando scanner modo-B em tempo real, Mindray DP-2200Vet (Shenzhen
Mindray Bio-Medical, Electronics CO, LTD, China), com transdutor linear multifrequencial
adaptado para exame transretal. Todas as imagens foram obtidas na frequéncia de 7,5MHz.

Os seguintes parametros foram registrados: momento da ocorréncia da ovulacéo
sendo o tempo entre a remocao do pessario vaginal até a ovulagdo; dispersdo do momento da
ocorréncia da ovulacdo sendo a diferenca entre 0 maior e menor tempo observado da ovulagao
em cada tratamento; didmetro do maior foliculo obtido pela média das duas maiores diagonais

do foliculo ovulatdrio, no momento da avaliacdo precedente a constatagdo da ovulagéo.
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O momento da ocorréncia da ovulacéo foi determinado como a média do tempo
entre a ultima avaliacao que o foliculo ovulatério (> 4mm) estava presente e a avaliacdo em que
se verificou o seu desaparecimento. Quando mais de um foliculo ovulou em avaliagdes distintas
foi considerado o0 momento da ovulagdo do primeiro foliculo ovulado. Somente foram
consideradas responsivas ao tratamento as ovelhas que manifestaram estro e ovularam no
periodo de 118 horas ap0s a retirada do pessario vaginal.

Sete dias ap0s a ovulacéo foi realizado um novo exame ultrassonografico para
mensuracdo do didmetro luteal, obtido pela média das duas maiores diagonais do CL. Os
seguintes parametros foram registrados: numero de corpos luteos; volume total dos corpos
luteos, obtido pela formula matematica do volume do cilindro e o volume total obtido pela soma

do volume de todos os corpos lteos presentes nos dois ovarios.

4.4 Dosagem hormonal

No dia da avaliagdo do CL, foram realizadas coletas de sangue para a
mensuracao da concentracdo sérica de progesterona. O sangue foi coletado por venopuncéo
jugular, em tubos a vacuo sem anticoagulante, sendo posteriormente centrifugados. Logo apos,
o soro foi aspirado e estocado em microtubos de 2,0 mL e armazenado a -20°C até a analise. As
concentracfes séricas de progesterona (P4) foram mensuradas pela técnica de
radioimunoensaio (RIA) de fase sélida, utilizando kits comerciais (Progesterone Coated Tube
RIA Kit; MP Biomedicals, LLC Diagnostics Division, NY), seguindo as recomendacfes do

fabricante. O coeficiente de variagdo intraensaio foi de 9,86%.

4.5 Analise estatistica

As analises dos dados foram realizadas com o auxilio do software R (R Core
Team 2013). Os dados estdo expressos em média + desvio padrdo (D.P.) ou porcentagem, sendo
considerados significativos quando o P < 0,05 e como tendéncia quando o 0,06 <P < 0,10.
Devido a instabilidade das variaveis estudadas, todas as varidveis foram submetidas a analises

visuais para avaliar a homocedasticidade (boxplot) e a normalidade (hist, plot-density, ggnorm
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e qgline), sendo comprovadas pelo teste de Bartlett (bartlett.test) e de Shapiro-Wilk
(shapiro.test), respectivamente.

Devido ao comportamento da maioria dos dados ndo se adequar ao de uma
distribuicdo normal, aderiu-se a utilizagdo de modelos lineares generalizados (glm). A
adequabilidade da distribuicdo utilizada em cada variavel foi analisada através dos gréficos de
envelopes simulados para os residuos, utilizando-se a funcéo de ligacdo em que os dados melhor
se adequaram. Apo0s o ajuste do modelo, foi utilizada uma analise de variancia (anova) para
interpretacdo quanto a significancia dos resultados.

Somente a variavel “volume total do CL” apresentou interagdo entre a dose € 0
momento de aplicacdo, e as diferencas foram analisadas por um teste de contraste t-test
(contrast). As varidveis que ndo apresentaram interacao entre a dose e 0 momento de aplicacéo,
e que apresentaram uma influéncia separadamente da dose ou do momento de aplicacdo, foram
agrupadas em cada categoria para analise. A incidéncia de estro foi avaliada pelo teste exato de
Fisher (fisher.test). A dispersdo do momento do inicio da manifestacdo do estro e do momento
da ocorréncia da ovulacdo foi analisada com o teste F na razdo de variancias (var.test)
combinado com anélise grafica das distribuicdes de densidades (density). Anélise de correlacédo
de Spearman (cor.test) foi realizada para avaliar possiveis correla¢fes entre o volume total dos
CL e o tamanho do maior foliculo, o nimero de ovulagdes, e as concentracdes séricas de P4,

durante a fase lGtea ap0ds os protocolos de sincronizacao.



5 RESULTADOS

Os animais iniciaram a manifestacdo dos sinais clinicos de estro entre 22 e 71 h
e ovularam entre 49 e 98 horas apds a remocdo da progesterona. Todas as ovelhas foram
consideradas responsivas aos tratamentos devido a estas manifestarem estro e ovularem dentro
de 118 horas ap6s a remocdo da progesterona. Nao houve diferenca na incidéncia de estro,
momento do inicio da manifestacdo do estro e no momento da ocorréncia da ovulacdo entre 0s
quatro Grupos testados (P > 0,05; Tabela 1). A média global do intervalo estro/ovulacéo foi de
26,5 + 5,2 horas (P > 0,05).

Tabela 1. Incidéncia de estro, momento do inicio da manifestacdo do estro (inicio do estro) e
momento da ocorréncia da ovulacdo (ovulacdo) em ovelhas deslanadas submetidas a protocolo
longo de sincronizagao utilizando progesterona em combinag¢do com 300Ul ou 400UI de eCG,

aplicados 24 horas ou no momento da remocéo da P4

Tratamento Incidéncia do estro (%)* Inicio do estro (h)** Ovulagdo (h)**
300UI/-24h 100 (10/10) 30,6 £6,3 61,9+94
400U1/-24h 100 (9/9) 30,5+£17,6 54,9 £ 18,7
300U1/0h 100 (10/10) 30,7+5,3 55,7+6,1
400U1/0h 100 (10/10) 343+7,6 59,3+ 10,6

P > 0,05

*Qvelhas em estro/total

** Média + D.P.

A dispersédo do momento do inicio da manifestacdo do estro foi de 60h, 25h, 25h
e 20 horas nos Grupos 400Ul/-24h, 400U1/0h, 300UI/0h e 300UI/-24h, respectivamente. O
Grupo 400U1/-24h sincronizou menos 0 momento do inicio da manifestacéo de estro do que 0s

outros grupos (Figura 1; P <0,05).
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Figura 1. Comportamento da funcao densidade de probabilidade para 0 momento do

inicio da manifestacdo do estro (teste F na razdo de variancias) em ovelhas deslanadas
submetidas a protocolo longo de sincronizagdo utilizando progesterona em
combinacdo com 300Ul ou 400Ul de eCG, aplicados 24 horas ou no momento da
remocao da P4.

A dispersdo do momento da ocorréncia da ovulagéo foi de 60h, 40h, 25h e 25
horas nos Grupos 400U1/-24h, 400U1/0h, 300U1/0h e 300UI/-24h, respectivamente. O grupo
400U1/-24h concentrou menos 0 momento da ocorréncia da ovulacdo em relacdo aos grupos
300U1/-24h e 300U1/0h (Figura 2; P < 0,05).
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Figura 2. Comportamento da funcdo densidade de probabilidade para 0 momento

da ocorréncia da ovulacédo (teste F na razdo de variancias) em ovelhas deslanadas
submetidas a protocolo longo de sincronizagdo utilizando progesterona em
combinagdo com 300Ul ou 400U1 de eCG, aplicados 24 horas ou no momento da
remocao da P4.
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O didmetro do maior foliculo foi maior nos animais que receberam 400 Ul de
eCG (P =0,02). Nao houve diferenca (P > 0,05) no nimero de corpos IUteos e na concentracdo
de progesterona entre os grupos. O volume total dos corpos Iuteos foi maior nos animais que
receberam 400 Ul de eCG (P = 0,05), assim como, foi maior no grupo 24h400Ul em relacéo
aos outros trés grupos (P = 0,03) (Figura 3). O nimero de corpos lGteos foi positivamente
correlacionado com o volume total dos CL (r = 0,52; P < 0,001) e com a concentra¢do de

progesterona (r = 0,34; P < 0,05).
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Figura 3. Meédia + D.P. do didametro do maior foliculo (A), nimero de corpos lateos (B),
concentracéo de progesterona (C) e volume total dos CL (D), em ovelhas deslanadas
submetidas a protocolo longo de sincronizagdo utilizando progesterona em combinagéo
com 300UI ou 400U de eCG, aplicados 24 horas ou no momento da remocao da P4 (*°P
<0,05; "P =0,07).



6 DISCUSSAO

O protocolo longo com progestageno/progesterona € conhecido por induzir o
estro em uma alta porcentagem de animais, independente da dose e do tempo de aplicacdo da
eCG (Ali, 2007; Koyuncu & Alticekic, 2010; Hristova et al., 2011; Quintero-Elisea et al., 2011;
Moakhar et al., 2012). Neste estudo 92% (36/39) das ovelhas manifestaram sinais de estro
dentro de 48 h ap6s a remogdo da progesterona, enquanto 8% (3/39) manifestaram estro mais
tarde (até 71 horas), semelhante ao verificado por outros autores (Quintero-Elisea et al., 2011;
Oliveira et al., 2016). A inducdo do estro é indispensavel para reverter os efeitos provocados
pela influéncia do fotoperiodo em regides de clima temperado. Entretanto, em regides de clima
tropical, em que os animais sofrem pouca ou nenhuma influéncia do fotoperiodo (Rosa e
Bryant, 2003; Balaro et al., 2014), a sincronia do estro é feita principalmente em associa¢ao
com a IA utilizando sémen congelado, portanto é indispensavel uma previsdo acurada da
ovulacéo, além de uma boa sincronia.

O momento em que a ovulagdo ocorre pode sofrer influéncia da raca, do tipo de
horménio utilizado e da época em que é realizado o protocolo hormonal, 0 que também
explicaria em parte, as variadas taxas de fertilidade (revisado por [Salamon e Maxwell, 1995]).
Neste estudo o momento do inicio da manifestacdo do estro e 0 momento da ocorréncia da
ovulagéo ndo se alteraram em funcdo da dose e do momento da aplicacdo da eCG, tendo uma
média global, em 92% dos animais, de 33,0 £ 5,6 e 59,2 + 8,1 horas, respectivamente. O
momento do inicio da manifestacdo do estro e da ocorréncia da ovulacdo sdo parametros
importantes para a determinacdo do horario da inseminacdo, 0 que evita a realizacdo de
inseminacbes muito cedo ou muito tarde em relacdo ao momento da ovulagdo. As
recomendacdes observadas na literatura para 0 momento em que a IA deve ser realizada séo
amplas, entre 48 a 64 horas (revisado por [Salamon e Maxwell, 1995]) e entre 60 a 65 horas

(revisado por [Amiridis e Cseh, 2012]), e como a viabilidade do espermatozoide do sémen
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congelado e curta (Bailey et al., 2003), e a inseminacéo tardia tem sido associada com a
fertilizacdo de ovdcitos anormais ou com a falha na clivagem de odcitos fertilizados (revisado
por [Salamon e Maxwell, 1995]) é importante ter o controle preciso do tempo da ovula¢do com
uma boa sincronia, para realizar a 1A 0 mais proximo da ovulagdo em um maior nimero de
animais.

A dose e o tempo em que 0 eCG é aplicado durante o protocolo longo podem
influenciar na sincronia do estro (Quintero-Elisea et al., 2011), e essa resposta provavelmente
alteraria a sincronia da ovulagéo e subsequente fertilidade em programas de IATF. No presente
estudo, a utilizacdo de 400 Ul de eCG 24 horas antes da remog¢éo da progesterona resultou em
uma ampla variacao (60 horas) no momento do estro e no momento da ovulagéo. Isso ocorreu
devido a alguns animais apresentarem estro (33%; 3/9) e ovulacdes (44%; 4/9) precoces. A
utilizacdo da eCG antes da remocdo do pessario de progestageno também antecipou o estro em
outros trabalhos (Ali, 2007; Quintero-Elisea et al., 2011). Contudo, no grupo 300U1/-24h o estro
somente foi antecipado em um animal (10%; 1/10), o que ndo interferiu na sincronia da
ovulacdo. Tanto o grupo 300Ul/-24h quanto o grupo 300UI/Oh apresentaram uma variacdo
pequena nas ovulacdes (25 horas), apesar disso, foi interessante notar que 90% dos animais do
grupo 300U1/0h apresentaram um alto padrdo de sincronia das ovulacGes entre 50,2 e 56,7 horas
(média 55,4 + 2,0 horas), enquanto que somente 60% dos animais do grupo 300Ul/-24h
apresentaram o mesmo padrdo entre 55,4 e 62,0 horas (média 57,9 £ 3,2 horas). Em outro
trabalho com condic¢des similares, o protocolo longo com acetato de medroxiprogesterona
(MAP) né&o sincronizou a ovulagédo de igual forma, em ovelhas deslanadas (Moreira et al.,
2014), sugerindo que diferentes fontes de progesterona possam estar envolvidas na sincronia
da resposta aos protocolos hormonais.

Independente do protocolo usado, foi observado que 57,1% (4/7) dos animais
que ovularam tardiamente (entre 73 a 98 horas) possuiam um corpo lGteo visivel no inicio do
exame ultrassonogréafico. O didmetro maximo de CL é atingido 6-9 dias ap0s a ovulacéo e, em
seguida, se inicia a regressdo entre os dias 13 e 16 em ovelhas (revisado por [Sangha et al.,
2002]; Figueira et al., 2015). Portanto, € possivel que algum destes animais, ainda apresentavam
um corpo lateo funcional apos a remocgédo da progesterona, consequentemente, atrapalhado a
sincronia das ovulagdes. A presencga de um maior nimero de animais nessa condi¢do no grupo
400U1/-24h também pode ter contribuido para a menor sincronia alcangada por esse protocolo.
Diante dessa observacéo, a adi¢do da prostaglandina um dia antes da remogéo da progesterona

poderia ser uma estratégia Util para evitar a ocorréncia de ovulacgdes tardias.
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Um dos principais efeitos da eCG é o aumento na taxa de ovulagdo de maneira
dose-dependente (Moakhar et al., 2012). No presente estudo, 0 aumento da dose de eCG tendeu
a aumentar o nimero de CL (P = 0,07). O nimero de CL formados ap6s as ovulagdes foi
positivamente correlacionado com o volume total dos CL (r = 0,52; P < 0,001) e com a
concentra¢do de progesterona (r = 0,34; P < 0,05). Contudo 0 aumento no nimero de CL
influenciou somente no volume total dos CL, ndo aumentando a producdo de progesterona.
Também foi observado que a influéncia da dose de eCG no aumento no volume total do CL
ocorreu somente no grupo 400UI/-24h. E possivel que a formagdo dos corpos ldteos, durante
o0s protocolos de sincronizacao, sofra alteracbes de maneira dose-dependente quando o eCG é
aplicado antes da remocéo da progesterona.

Interessantemente ndo houve correlacdo entre o volume total do CL com a
concentracéo de progesterona (r = 0,24; P = 0,16), como foi observado por outro autor (Oliveira
etal., 2016). Entretanto, Fuerst et al. (2009) observaram que 0 aumento no nimero de estruturas
luteais presentes no ovario ndo foram correlacionadas com a concentracao de progesterona apds
tratamento superovulatorio. Sabe-se que o corpo liteo € composto por varios tipos celulares
que Ihe fornecem sustentacdo e suporte esteroidogénico, e esse suporte depende da quantidade
e capacidade do tecido esteroidogénico em sintetizar progesterona, bem como de um bom fluxo
sanguineo (Niswender et al., 2000; Sangha et al., 2002). Portanto, é possivel que 0 aumento da
dose de eCG altere a quantidade e/ou tamanho das células que compde o CL sem alterar a
producdo de P4. Embora o efeito da dose de eCG sobre o volume total do CL ndo tenha se
estendido sobre a concentragdo de progesterona, todos os protocolos promoveram a formacao
de pelo menos um corpo lateo funcional com producdo esteroidogénica suficiente para a
manutencdo da gestacdo em quase todos 0s animais.

Corpos luteos subnormais podem ser categorizados em dois grupos. O primeiro
grupo inclui o corpo lateo que possui uma vida Gtil curta. O segundo grupo inclui corpo luteo
que tem uma vida atil normal, mas com secrecdo de progesterona reduzida (revisado por
[Garverick et al., 1992]). Neste estudo, 10% (4/40) dos animais apresentaram concentragdes
circulantes de progesterona (< 1 ng/mL) abaixo do que é observado em corpos luteos durante o
meio da fase luteal (Bartlewski et al., 1999; Oliveira et al., 2016). Um destes animais, ovulou 3
foliculos, mas na avaliagdo do CL somente foi observado um CL com volume e ecogenicidade
anormal, sugestivo de regressdo prematura de corpo liteo. Nos outros 3 animais, a secre¢do de
progesterona foi reduzida sem a regressdao morfolégica do CL. O motivo porque isso aconteceu
é dificil de explicar, contudo, Oliveira et al. (2016), em 21° de latitude, observaram uma maior
incidéncia de corpos luteos subnormais (31,4%) no periodo do verdo (dezembro a fevereiro),
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sugerindo um efeito da época do ano sobre a funcionalidade do CL. Isso nos faz pensar que em
15° de latitude, no periodo estudado (final da primavera), isso também possa ocorrer.

No geral, os protocolos utilizados foram eficientes em induzir o estro, a ovulagédo
e a formacédo de um corpo luteo funcional em quase todas as ovelhas. Entretanto, alguns fatores,
néo inerentes ao protocolo testado (diferentes doses e momentos de aplicagdo do eCG), que
poderiam afetar as taxas de fertilidade em um programa de IATF foram observados, como: a
presenca de um corpo lateo ao final do protocolo com 12 dias de progesterona, o que
provavelmente afetou a sincronia da ovulacgdo; e a presenca de corpos liteos subnormais que
afetam diretamente a manutencdo da gestacdo. No primeiro caso, a adi¢do de uma dose de
prostaglandina um dia antes da remocéo da progesterona provavelmente resolveria o problema.
No segundo, apesar da anormalidade da funcdo lUtea ser de grande preocupacéo, devido a sua
alta ocorréncia, principalmente ap6s protocolos de superovulagéo (revisado por [Cognie et al.,
2003; Brasil et al., 2014; Rodriguez et al., 2015]), mais estudos sdo necessarios para elucidar
as possiveis causas e formas de controle dessa alteragdo. Portanto, sugere-se a utilizacdo do
protocolo com progesterona natural combinado com uma aplicacdo de 300 Ul de eCG, no
momento da remogdo da progesterona, pois essa abordagem além de permitir uma reducdo no
manejo, resulta em uma alta sincronia da ovulagdo (6,5 horas) em 90% dos animais. Diante
dessa nova realidade, novos trabalhos devem ser conduzidos, para avaliar diferentes métodos e
diferentes tempos de IA em programas de IATF, a fim de controlar cada vez mais os fatores

que afetam as taxas de fertilidade em ovelhas deslanadas sob condi¢es tropicais.



7 CONCLUSAO

Em condices tropicais, na época de transi¢do seca/chuvosa, a utilizacdo de 300
Ul no momento ou 24 horas antes da remocdo do pessario de progesterona natural, na
sincronizacao de ovelhas deslanadas, reduz a dispersdo do momento do inicio da manifestacédo
do estro e do momento da ocorréncia da ovulagdo em relacéo a aplicacdo de 400 Ul, 24 horas

antes da remogé&o da P4, resultando em uma boa sincronia em uma alta porcentagem de animais.
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CAPITULO 6

SINCRONIZACAO DO ESTRO EM OVINOS: O USO DA PROGESTERONA
PERMITE UMA ELEVADA SINCRONIA DA OVULACAO E AUMENTA A TAXA
DE FERTILIDADE COM INSEMINACAO ARTIFICAL LAPAROSCOPICA



1 RESUMO

O tipo de progestageno/progesterona pode influenciar consideravelmente nos protocolos de
sincronizacdo do estro. O efeito do protocolo curto por 6 dias com progesterona ou acetato de
medroxiprogesterona foi avaliado quanto a sincronia do estro e da ovulagdo em ovelhas
deslanadas (n = 12). O protocolo curto com P4 resultou em alta sincronia da ovulagdo. Esse
protocolo foi posteriormente utilizado para avaliar as taxas de fertilidade, em ovelhas
inseminadas por via cervical superficial em diferentes momentos com sémen congelado, porém,
esse método de IA resultou em taxas de gestacdo proximas a 20%, independente do horério de
realizacdo da IA. Ap6s a utilizacdo do protocolo curto com progesterona, a inseminacéo
artificial por via laparoscépica talvez seja necessaria para a obtencéo de uma taxa de fertilidade

préxima de 70% apds a sincronizacdo do estro e IATF com sémen congelado.

Palavras chave: MAP, P4, protocolo curto, inseminacao cervical superficial, sémen

congelado



2 ABSTRACT

The type of progestogen/progesterone can influence considerably in estrus synchronization
protocols. The effect of short protocol for 6 days with progesterone or medroxyprogesterone
acetate was evaluated as the timing of estrus and ovulation in hair sheep (n = 12). The short
protocol with P4 resulted in high synchrony of ovulation. This protocol was later used to
evaluate fertility rates in ewes inseminated by a superficial cervical route at different times with
frozen semen, however, this IA method resulted in fertility rates close to 20% independent of
the realization of 1A time. After using the short protocol with progesterone, laparoscopic
artificial insemination may be necessary to achieve a fertility rate close to 70% after estrus

synchronization and FTAI with frozen semen.

Keywords: MAP, P4, short protocol, superficial cervical insemination, frozen semen



3 INTRODUCAO

A inseminacdo artificial € uma poderosa ferramenta para 0s programas de
melhoramento genético e conservacgdo de racas ovinas. No entanto, essa biotécnica é menos
difundida em ovinos do que nas outras espécies domésticas. 1sso ocorre pela maior dificuldade
no uso do sémen congelado e pelos resultados irregulares e baixos de fertilidade nos programas
de sincronizacdo do estro e inseminacéo artificial em tempo fixo (IATF) (Anel et al., 2006;
Allaoui et al., 2014).

Os protocolos convencionais consistem na exposicao a
progesterona/progestageno por 12-14 dias (Abecia et al., 2012). No entanto, esses protocolos
ndo conseguem manter altas concentracgdes de progesterona durante todo o tratamento (Vinoles
etal., 1999; Oliveira et al., 2016). Isso pode alterar o transporte e sobrevivéncia espermatica, e
pode estender o tempo de vida do foliculo ovulatoério, causando um envelhecimento oocitario
(Santolaria et al., 2011). A fim de evitar esse efeito, 0s protocolos com a exposicdo a
progesterona por um curto periodo de tempo (5-7 dias) foram desenvolvidos como uma
alternativa econdmica e mais flexivel para condi¢cdes de campo (Vinoles et al., 2001; Ungerfeld
& Rubianes, 2002). Contudo, ndo se sabe qual o efeito da utilizacdo de diferentes fontes de
progesterona/progestagenos sobre a disperséo do estro e da ovulagcdo em protocolos curtos.

O protocolo longo com acetato de medroxiprogesterona (MAP) néo sincroniza
0 estro e a ovulacdo de forma eficiente (Moreira et al., 2014), em contrapartida, o tratamento
longo com P4 resulta em uma boa sincronia da ovulagdo (dados ndo publicados). Além disso,
melhores taxas de fertilidade foram conseguidas utilizando a P4 em relagdo aos progestagenos
na inseminacdo artificial por laparoscopia (IAL) em tempo fixo, com a utilizag&o do protocolo
longo (Swelum et al., 2015) e curto (Santos-Neto et al., 2015). Esses resultados sugerem que
parte da inconsisténcia dos resultados de fertilidades nos programas de IATF pode estar

relacionada a fonte de progesterona/progestageno empregada nos tratamentos hormonais.
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A melhor sincronia das ovulagdes e o uso de uma técnica de IA simples e
acessivel aos criadores, sdo indispensaveis para a difusdo da IA em ovinos. A técnica de
inseminacdo por via cervical superficial (IAC) atende esses pré-requisitos. Apesar disso, 0S
resultados com a IAC utilizando sémen congelado usualmente séo baixos (Salamon & Maxwell,
1995). Isso pode estar relacionado a baixa sincronia da ovulagdo com os protocolos empregados
e/ou inseminacdo em horério inadequado. Até o presente momento, nao se sabe se uma alta
sincronia da ovulacdo poderia aumentar as taxas de fertilidade com sémen congelado na IAC,
viabilizando o uso dessa técnica.

Nesse sentido, trés experimentos foram realizados com os objetivos de avaliar:
1) a sincronia do estro e ovulagéo utilizando o protocolo curto com P4 e MAP; 2) o melhor
momento (8 ou 4h antes da média da ovulacao determinado no Experimento 1) para a realizacao
da inseminacdo artificial por via cervical superficial com sémen congelado; 3) o efeito da

deposicdo seminal por via cervical superficial ou intrauterina sobre as taxas de fertilidade.



4 MATERIAIS E METODOS

Preocupacdes éticas foram atendidas em conformidade com o regulamento local
de praticas de bem-estar animal. Todos os procedimentos deste estudo foram aprovados pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
(Protocolo CEUA- Cenargen 309/2016).

4.1 Animais e delineamento experimental

Os experimentos foram realizados no ter¢o final de marco até segunda quinzena
de setembro (inicio do outono até o final do inverno) de 2016. Todos os experimentos foram
realizados em Brasilia, DF, Brasil, localizado a 15°47' de latitude sul e 47°55' de longitude
oeste, 1080m de altitude, de clima tropical. O clima da regido é caracterizado por verdo chuvoso
e inverno seco, tipo AW pela classificacdo de Koppen (Alvares et al., 2013).

Foram utilizadas ovelhas deslanadas da raca Santa Inés, higidas, com idade entre
2 e 5 anos, peso médio de 46,4 + 4,9 kg e escore de condicdo corporal entre 2,5 e 3,5 (escala de
1 a 5 [Thompson e Meyer, 1994]). Os animais foram mantidos em pastagem de Panicum
maximum e somente no periodo das avaliagcGes do estro e ovulacdo, todos os animais foram
alocados em baias coletivas recebendo feno de Tifton (Cynodon sp.). Em todo o periodo

experimental os animais tiveram livre acesso a agua e sal mineral.
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4.2 Experimento 1

Vinte e quatro fémeas foram divididas aleatoriamente em dois grupos (n = 12):
protocolo curto com 0,33 g de progesterona (EAZI-BREED CIDR®, Zoetis Indstria De
Produtos Veterinarios Ltda) e protocolo curto com 60 mg de acetato de medroxiprogesterona
(MAP, Progespon®, Intervet Schering-Plough do Brasil S.A). O dispositivo de
progesterona/progestageno permaneceu inserido na vagina das ovelhas durante 6 dias. Todas
as fémeas receberam uma dose de 250 pg de cloprostenol sodico (Clocio®, Bimeda-Mogivet
Farmacéutica S.A.) um dia antes da remogdo do pessario e 300 Ul de eCG (Novormon®,
Intervet Schering-Plough do Brasil S.A) no dia da remocdo do pessario de
progesterona/progestageno.

Ao final do protocolo as ovelhas foram mantidas na presenca de um rufido
criptorquida, que teve a regido do externo pintado com uma mistura de 6leo e tinta em p6. O
estro foi avaliado em intervalos de quatro horas, por um periodo de 30 min, sendo consideradas
em estro as fémeas que aceitavam a monta e que estavam marcadas na regido da garupa. Foram
registrados o0s seguintes parametros: incidéncia de estro (%), obtido pela razdo do ndmero de
ovelhas em estro pelo nimero total de ovelhas do tratamento; momento do inicio da
manifestacdo do estro sendo o tempo entre a remogdo do pessario até o inicio da manifestacdo
estral; e dispersdo do momento do inicio da manifestacdo do estro sendo a diferenca entre o
maior e menor tempo observado do inicio da manifestacdo do estro em cada tratamento.

As avaliacOes ultrassonograficas foram realizadas, em cada ovelha, doze horas
apos o inicio da manifestacdo do estro. Os exames ultrassonograficos foram realizados em
intervalos de 8 horas usando scanner modo-B em tempo real, Mindray DP-2200Vet (Shenzhen
Mindray Bio-Medical, Electronics CO, LTD, China), com transdutor linear multifrequencial
adaptado para exame transretal. Todas as imagens foram obtidas na frequéncia de 7,5MHz.

Os seguintes parametros foram registrados: momento da ocorréncia da ovulacéo
sendo o tempo entre a remocao do pessario vaginal até a ovulagdo; dispersdo do momento da
ocorréncia da ovulacdo sendo a diferenca entre 0 maior e menor tempo observado da ovulagao
em cada tratamento; didmetro do maior foliculo obtido pela média das duas maiores diagonais
do foliculo ovulatdrio, no momento da avaliacdo precedente a constatacdo da ovulagéo.

O momento da ovulacéo foi determinado como a média do tempo entre a Gltima
avaliag@o que o foliculo ovulatério (> 4mm) estava presente e a avaliagdo em que se verificou

0 seu desaparecimento. Quando mais de um foliculo ovulou em avaliagdes distintas foi
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considerado o momento da ovulagdo do primeiro foliculo ovulado. Somente foram
consideradas responsivas ao tratamento as ovelhas que manifestaram estro e ovularam no
periodo de 118 horas ap0s a retirada do pessario vaginal.

Sete dias ap0s a ovulacéo foi realizado um novo exame ultrassonografico para
mensuracdo do didmetro luteal (média das duas maiores diagonais do CL). Os seguintes
pardmetros foram registrados: nimero de corpos lateos; volume total dos corpos luteos, obtido
pela formula matemaética do volume do cilindro e o volume total obtido pela soma do volume

de todos os corpos lUteos presentes nos dois ovarios.

4.3 Experimento 2

Cinquenta e seis fémeas foram submetidas ao protocolo (Experimento 1)
utilizando progesterona e foram divididas aleatoriamente para ser inseminadas em dois
momentos diferentes (n = 28), com sémen congelado, por via cervical superficial (IAC). A IAC
foi realizada as 50 e as 54 h apds a retirada da P4, correspondendo a 8 e 4 horas antes da média
da ovulagdo observada no Experimento 1 (= 58 h). Durante a IAC as ovelhas foram contidas
com os membros posteriores levantados, e o cérvix foi localizado usando um espéculo vaginal
equipado com uma fonte de luz. O sémen foi depositado, na medida do possivel, 0 mais
profundo dentro do canal cervical, mas sem uso de forca.

O sémen utilizado para a inseminacéo artificial foi obtido do segundo ejaculado
de trés carneiros que apresentaram concentracdo > 3 x 10%mL, motilidade massal > 3,
motilidade espermatica > 80%, vigor > 3 e patologia espermatica < 20% (CBRA, 2013). Os
ejaculados foram agrupados em banho maria a 33°C e imediatamente diluido em one-step, com
TRIS-gema-glicerol (Triladyl®, Minitlib do Brasil Ltda), até atingir uma concentragéo final de
600 x 108/mL de espermatozoides. O sémen diluido foi armazenado em palhetas francesas de
0,25 mL e resfriado de 33°C até 5°C em um periodo de 1,5 hora, e depois mantido por mais 1
hora nesta temperatura. Apos este periodo de equilibrio, as palhetas foram congeladas em vapor
de nitrogénio liquido (-80°C) por 15 min a 3,5 cm do nivel de nitrogénio liquido e, entdo,
submersas no nitrogénio liquido e armazenadas em botijoes criogénicos (-196°C) até o dia da
inseminacao.

O diagnostico de gestacdo foi realizado em todos animais, 27 dias ap0s o dia da

IA, por ultrassonografia usando scanner modo-B em tempo real, Mindray DP-2200Vet
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(Shenzhen Mindray Bio-Medical, Electronics CO, LTD, China), com transdutor linear
multifrequencial, com frequéncia de 7,5MHz, adaptado para exame transretal. A taxa de
fertilidade foi definida como o total de animais prenhes no exame ultrassonografico dividido

pelo total de animais inseminados e expressa em porcentagem de animais prenhes (%).

4.4 Experimento 3

Oitenta fémeas foram submetidas ao protocolo com progesterona (Experimento
1) e divididas aleatoriamente em dois grupos (n = 40) para ser inseminadas por dois métodos
de inseminacao diferentes, com sémen congelado. A 1A foi realizada as 54 h apds a remogéo
da P4, por via cervical superficial (IAC) ou laparoscopica (IAL), correspondendo a 4 horas
antes da média da ovulagdo observada no Experimento 1 (= 58 h). As IACs foram realizadas
utilizando a mesma metodologia do Experimento 2 e as IALs foram realizadas de acordo com
0 descrito por Maxwell & Butler (1984). Previamente, as 40 ovelhas do grupo IAL, foram
submetidas a um jejum alimentar e hidrico de 24 e 12 horas, respectivamente. No momento da
inseminacdo as fémeas foram colocadas em uma maca cirtrgica apropriada, em posi¢cdo de
Trendelenburg. No campo cirargico, regido abdominal cranial ao Ubere, foi realizado tricotomia
e antissepsia com tintura de iodo a 2% e alcool 70%, e em seguida feito anestesia local
infiltrativa na dose de 0,04 mg de cloridrato de lidocaina (Lidovet™, Bravet, Brasil) por botdo
anestésico, no local em que foram introduzidos os trocartes. O sémen foi depositado na por¢ao
médio-distal de cada corno uterino, utilizando metade da dose inseminante em cada corno. A
preparacdo do sémen utilizado na inseminacdo artificial e o diagndstico de gestacdo foram

realizados conforme descrito no Experimento 2.

4.5 Analise estatistica

As anélises dos dados foram realizadas com o auxilio do software R (R Core
Team, 2014). Os dados estdo expressos em média + desvio padrdo (D.P.) ou porcentagem,
sendo considerados significativos quando o P < 0,05 e como tendéncia quando o 0,06 <P <

0,10. Devido a instabilidade das variaveis estudadas, todas as variaveis foram submetidas a
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andlises visuais para avaliar a homocedasticidade (boxplot) e a normalidade (hist, plot-density,
ggnorm e qqline), sendo comprovadas pelo teste de Bartlett (bartlett.test) e de Shapiro-Wilk
(shapiro.test), respectivamente.

Os dados paramétricos foram avaliados pelo teste t de Student (t.test), enquanto
0s ndo paramétricos foram avaliados pelo teste Mann-Whitney-Wilcoxon (wilcox.test). A
incidéncia de estro e a fertilidade do Experimento 2 foram avaliadas pelo teste exato de Fisher
(fisher.test) e a fertilidade do Experimento 3 foi avaliada pelo teste de Qui-Quadrado
(chisq.test). A dispersdao do momento do estro e da ovulacdo foi analisada com o teste F na
razdo de variancias (var.test) combinado com analise grafica das distribuicdes de densidades
(density). Analise de correlacdo de Spearman (cor.test) foi realizada para avaliar possiveis
correlagdes entre 0 volume total dos CL e o tamanho do maior foliculo e o nimero de ovulagdes,

durante a fase lUtea ap0ds os protocolos de sincronizacao.



5 RESULTADOS

5.1 Experimento 1

Os animais iniciaram a manifestacdo dos sinais clinicos de estro entre 20,5 h e
35,4 h quando utilizado o protocolo com P4 e entre 20,5 h e 65,7 h com MAP. A ovulagéo
ocorreu entre 52,2 h e 61,2 h ap6s a retirada da P4 e entre 44,0 h e 108,0 h apos a retirada do
MAP. Somente uma ovelha do grupo MAP foi considerada como nao responsiva aos
tratamentos devido a esta ndo manifestar estro e ovular dentro de 118 horas apds a remocao do
pessario. O grupo P4 antecipou 0 momento do inicio da manifestacdo do estro e da ocorréncia
da ovulacdo em relagdo ao MAP (P < 0,05; Tabela 1).

Tabela 1. Incidéncia de estro, momento do inicio da manifestacdo do estro e da ocorréncia da
ovulagdo em ovelhas deslanadas submetidas a protocolo curto de sincronizacdo utilizando P4

ou MAP em combinacdo com eCG

. Tratamento
Variavel pa VAP
Incidéncia de Estro (%) 100 (12/12) 91,7 (11/12)
Momento do inicio da manifestacédo do estro (h)* 27,7+5,8? 43,1+14,6"
Momento da ocorréncia da ovulacéo (h)* 57,9+ 3,92 80,0 +£21,2°

ab'| etras diferentes na mesma linha diferem significativamente (P < 0,05)
* Média+ D.P

A dispersdo do momento do inicio do estro foi de 14,9 h e 45,2 h nos grupos P4
e MAP, respectivamente. O grupo P4 concentrou mais 0 momento do inicio da manifestacdo

de estro do que o MAP (Figura 1; P <0,05). A dispersdo do momento da ocorréncia da ovulagéo
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foi de 8,9 h e 63,9 h nos grupos P4 e MAP, respectivamente. O grupo P4 concentrou mais 0
momento da ocorréncia da ovulacdo em relagcdo ao MAP (Figura 2; P < 0,05).
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Figura 1. Comportamento da funcdo densidade de probabilidade para 0 momento do
inicio da manifestacdo do estro (teste F na razdo de variancias) em ovelhas deslanadas
submetidas a protocolo curto de sincronizacao utilizando P4 ou MAP em combinacao
com 300Ul.
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Figura 2. Comportamento da fungdo densidade de probabilidade para momento da
ocorréncia da ovulacdo (teste F na razdo de variancias) em ovelhas deslanadas
submetidas a protocolo curto de sincronizacédo utilizando P4 ou MAP em combinacao
com 300Ul.



124

N&o houve diferenga (P > 0,05) no didmetro do maior foliculo, no nimero de
corpos luteos e no volume total dos CL (Tabela 2). O numero de corpos luteos foi positivamente
correlacionado com o volume total dos CL (r = 0,66; P = 0,001). Dois animais (16,7%; 2/12)
do grupo P4 apresentaram regressdo prematura do CL, devido a estes animais ndo possuirem

pelo menos um CL no sétimo dia apds a ovulacao.

Tabela 2. Média + D.P. do didmetro do maior foliculo, nimero de CL e volume total dos CL
em ovelhas deslanadas submetidas a protocolo curto de sincronizacao utilizando P4 ou MAP

em combinacdo com eCG

Variavel Tratamento
P4 MAP
Diametro do > foliculo (mm) 57+09 6,2+0,7
Numero de CL 1,8+£0,7 1,7+£0,6
Volume total dos CL (mm?) 1038,0 + 287,0 950,2 + 340,2

P>0,05

5.2 Experimentos 2 e 3

A taxa de fertilidade foi significativamente influenciada pelo método utilizado
na inseminacdo artificial, apresentando 12,5% (5/40) para a IAC versus 74,4% (29/39) para a
IAL (P < 0,0001), enquanto ndo houve diferenga significativa entre os momentos de
inseminacao artificial entre os grupos na IAC, apresentando 14,3% (4/28) para 50 h versus
22,2% (6/27) para 54 h (P > 0,05), tendo uma taxa global de 20% (11/55) de fertilidade no
Experimento 2 (Figura 3).
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Figura 3. Taxa de fertilidade em ovelhas deslanadas com estro sincronizado por

protocolo de curta duracdo com emprego de P4 (a; Experimento 2; P > 0,05) em

combinagdo com 250 pg de cloprostenol sodico e 300 UI de eCG, utilizando dois

métodos de inseminacdo, cervical superficial ou laparoscépica (b; Experimento 3;

abp < 0,0001).
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6 DISCUSSAO

O Experimento 1 foi realizado a fim de se obter a resposta fisiol6gica das ovelhas
guanto a sincronia do estro e ovulacdo utilizando o protocolo curto com P4 e MAP. Como o
protocolo com P4 apresentou melhor sincronia da ovulacéo, hipotetizou-se que esse protocolo
associado a IAC realizada 8 horas antes da média da ovulacao resultaria em elevada taxa de
fertilidade, uma vez que, o sémen permaneceria vidvel durante o intervalo entre a primeira e a
ultima ovulacdo. Por essa razdo foi realizado o Experimento 2 para avaliar o melhor momento
(8 ou 4 h antes da média da ovulacéo) para a realizacdo da inseminacéo artificial por via cervical
superficial. Com as baixas taxas de fertilidade alcancadas hipotetizou-se que o sémen congelado
permanece viavel, porém apresenta dificuldade em ultrapassar a barreira cervical. Na tentativa
de obter melhor fertilidade, o Experimento 3 foi realizado para avaliar o efeito da deposicédo
cervical superficial ou intrauterina sobre as taxas de gestacao.

O tipo de progesterona/progestageno em um tratamento curto de 6 dias seguida
da aplicacdo de 300Ul de eCG imediatamente apds a remogdo do pessario (Experimento 1),
alterou o padréo de sincronia do estro e ovulacdo e do tempo para o estro e para a ovulacdo em
ovelhas deslanadas. O protocolo curto com P4 antecipa 0s momentos do inicio da manifestacédo
do estro e da ocorréncia da ovulagdo, bem como, sincroniza de forma mais eficiente o estro e a
ovulagéo, enquanto que, 0 MAP atrasa o estro e a ovulagéo e resulta em baixa sincronia. Esses
resultados mostram claramente que a sincronizacdo do estro utilizando MAP pode resultar em
variadas taxas de fertilidade pds inseminac&o artificial, sendo extremamente dificil prever qual
seria 0 momento ideal para a realizacdo da IATF.

Os motivos pelo qual o MAP é menos eficiente no protocolo de sincronizagéo
do estro ndo sdo claros. No presente estudo, alguns animais apresentam estro e ovulagéo
precocemente (20 h e 44 h, respectivamente) enquanto outros apresentam tardiamente (65 h e

108 h), de acordo com achados anteriores (Moreira et al., 2014). Sabe-se que 0s progestagenos
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apresentam longa meia-vida (Schindler et al., 2003) e que é possivel que 0 MAP, juntamente
com a progesterona enddgena, apresente uma supressao superior sobre as concentragdes de LH
do que o P4 (Bartlewski et al., 2015). Além disso, a existéncia de uma alta diferenca na
farmacocinética do MAP entre individuos ndo pode ser descartada. Todos esses fatores,
individualmente ou em conjunto, poderiam estar envolvidos na grande variacdo nos momentos
do estro e da ovulacao observados na utilizacao desse horménio. Por outro lado, a concentracédo
de MAP residual que permanece na esponja no momento da sua remogao varia entre individuos
(Simonetti et al., 1999) e a utilizacdo da esponja ocasiona diferentes graus de aderéncia do
pessario na parede vaginal (Martins et al., 2010). Nos casos de elevado grau de aderéncia, a
esponja necessita ser removida mecanicamente com o0s dedos exercendo uma grande
compressdo sobre a mesma, 0 que poderia levar a liberacdo do MAP residual na parede vaginal
prolongando o seu efeito em alguns animais.

Uma vez que o protocolo com P4 resultou em uma boa sincronia da ovulagao
(8,9 horas), esse protocolo foi utilizado para realizacdo do Experimento 2 e 3. Hipotetizou-se
que a dispersdo do momento da ocorréncia da ovulacao pode ter sido um dos principais fatores
implicados na obtencédo de baixas taxas de fertilidade com a inseminacdo artificial com sémen
congelado por via cervical. No presente estudo, a realizacdo da IA mais precocemente em
relacdo a hora da ovulacdo (8 horas antes) permitiria que aproximadamente 100% dos animais
apresentassem espermatozoides viaveis no momento da ocorréncia da ovulacdo, uma vez que,
segundo Lightfoot & Salamon (1970), o sémen congelado possui pelo menos 18 horas de
viabilidade. Contudo, nem a IAC as 50 h, nem a IAC as 54h aumentaram a eficiéncia
reprodutiva, resultando em baixas taxas de fertilidade (14,3% e 22,2%, respectivamente).

Muitos estudos mostram que a IA realizada o mais préximo possivel do sitio da
ovulacdo resulta no aumento da fertilidade (Salamon & Maxwell, 1995; Anel et al., 2005; Anel
et al., 2006; Taqueda et al., 2011; Richardson et al., 2012). Como néo houve diferenca entre 0s
dois horérios utilizados no Experimento 2, 0 momento da IA no Experimento 3 foi realizado as
54 h devido a este ser 0 mais proximo da média da ovulacdo. A utilizagéo da IA por laparoscopia
as 54 horas juntamente com a sincronia da ovulagdo obtida com o protocolo com P4 resultou
em uma taxa de fertilidade de 74,4%, que pode ser considerada excelente. Em contrapartida, 0s
resultados para a IAC no Experimento 3 permaneceram com 0 mesmo padréo de baixa taxa de
fertilidade com sémen congelado que as do Experimento 2. Portanto, As baixas taxas de
fertilidade encontradas no presente estudo estdo de acordo com os dados de fertilidade
utilizando 1AC e sémen congelado obtido por outros autores (Taqueda et al., 2011; Kumar &
Naqvi, 2014).
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Foi interessante notar que independente do momento da IAC no Experimento 2
as taxas de fertilidade permaneceram baixas, e 0 motivo porque iSSO ocorreu parece ser
principalmente devido ao efeito prejudicial do processo de congelamento do sémen sobre a
cinética espermatica e mitocondrias o que prejudica o transporte espermatico pela complexa
barreira cervical de ovinos (Salamon & Maxwell, 1995; Anel et al., 2006). Diante da alta
sincronia da ovulacdo no Experimento 1, da IAC ter sido realizada 4 e 8 horas antes da média
da ovulacdo e da alta taxa de fertilidade alcancada na IAL no Experimento 3, pode-se dizer que
0s espermatozoides permanecem vidveis para a fertilizacdo, entretanto, podem apresentar
dificuldade em ultrapassar o cérvix para alcangar o sitio de fecundacao, resultando em baixa
taxa de fertilidade. Os resultados também mostram que em alguns animais 0s espermatozoides
conseguem ultrapassar a barreira cervical obtendo taxas de fertilidade de 10 a 35% com sémen
congelado na IAC (Taqueda et al., 2011; Richardson et al., 2012). Isso possivelmente ocorra
devido a poucos animais apresentarem uma menor complexidade na conformacédo cervical
(Kaabi et al., 2006; Franco et al., 2014).

Em sumario, o protocolo com P4 leva a uma alta sincronia da ovulagéo e isso
permite alcancar altas taxas de fertilidade com inseminagdo intrauterina por laparoscopia.
Contudo, mesmo com alta sincronia da ovulagéo, o uso do sémen congelado na IA por via
cervical ndo resulta em altas taxas de fertilidade. A causa dessa baixa taxa de fertilidade na IAC
provavelmente ndo esta associada ao tempo de sobrevivéncia espermatica no trato reprodutivo
feminino e sim a dificuldade do espermatozoide submetido a criopreservacdo em ultrapassar a

barreira cervical.



7 CONCLUSAO

O protocolo curto com P4 antecipa 0 momento do inicio da manifestacdo do
estro e da ocorréncia da ovulacdo em relacdo ao MAP, e portanto, isto deveria ser considerado
para a determinacdo do momento ideal para realizar a inseminacao artificial em tempo fixo.
Contudo, o protocolo com exposicao curta a progesterona resulta em uma 6tima sincronia dos
momentos do inicio da manifestacdo do estro (14,9 h) e da ocorréncia da ovulagéo (8,9 h),
diferentemente da baixa sincronia do inicio do estro e da ocorréncia da ovulacao observadas no
protocolo com MAP. Portanto, a utilizacdo do protocolo curto com P4 é extremamente indicada
para a realizacdo de programas IATF em bovinos, enquanto que, a busca por solucdes para
melhorar a sincronia do inicio do estro e da ocorréncia da ovula¢do com o protocolo com MAP,
e consequentemente as taxas de fertilidade com este protocolo, ainda é uma realidade.

Mesmo com uma alta sincronia da ocorréncia da ovulacdo, a utilizacdo da
inseminacdo artificial por via cervical superficial com sémen congelado resulta em taxas de
fertilidade abaixo de 25%. Nas condi¢des do presente estudo, para alcancar valores préximos
ou acima de 70% na taxa de fertilidade com a utilizacdo do sémen congelado em ovelhas
deslanadas, os programas de IATF devem ser realizados com protocolo curto com progesterona

natural seguido pela inseminacdo artificial por via laparoscopica com sémen congelado.
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CONSIDERACOES FINAIS

A sincronizacdo eficiente do estro e ovulacdo ainda é um desafio que necessita
ser superado em cada raca, no mundo, para viabilizar e maximizar o uso da inseminacéo
artificial em tempo fixo com sémen congelado. O presente estudo permitiu ajustar um protocolo
eficiente de sincronizacéo do estro para ovelhas da raca Santa Inés, viabilizando a utilizagdo do
sémen congelado em um programa de IATF utilizando-se inseminacdo artificial por via
laparoscépica.

A caracterizacdo da fisiologia reprodutiva de ovelhas deslanadas da raca Santa
Inés, nas diferentes épocas do ano, em 15° de latitude Sul e clima tropical, sob diferentes
regimes de sincronizacao do estro, mostrou que a utilizacdo de protocolo longo ou curto de
sincronizacdo do estro utilizando MAP resulta em baixa sincronia da ovulacdo, ndo sendo
recomendada a sua utilizacdo. Contudo, para ndo inviabilizar a utilizacdo do MAP na
sincronizacdo do estro ovino, novos estudos devem ser realizados para avaliar a sincronia do
inicio da manifestacdo do estro e ocorréncia da ovulacdo em protocolos com MAP + eCG
associados a diferentes indutores de ovulacéo.

A utilizacéo da progesterona, nas condic¢des do presente estudo, em um protocolo
longo ou curto de sincronizacdo, resulta em uma alta sincronia da ovulagdo, contudo, o
protocolo curto parece ser mais eficiente pois resulta em uma alta sincronia da ovulagdo, em
aproximadamente 8 horas. A utilizacdo desse protocolo associado em um programa de
inseminacdo artificial em tempo fixo, com a deposicdo do sémen congelado por via
laparoscodpica, as 54 horas ap6s a remogéo do pessario, resulta em uma taxa de gestacdo acima
de 70%.



