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Scagion, L.F.S. Supressao temporaria do crescimento folicular ovariano em
ovelha pela administracdo continuada de deslorelina na forma injetavel ou
implante de liberagéo controlada. Botucatu, 2015. 72f. Dissertacdo (Mestrado
em Biotecnologia Animal) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Campus Botucatu, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”.

RESUMO

Objetivou-se estudar comparativamente os efeitos da administracdo seriada de
100ug de deslorelina por via intramuscular frente ao implante de liberagéo
continuada de deslorelina (4,7mg), sobre a supressdo temporaria do
crescimento folicular ovariano em ovelhas Bergamacia, visando a aplicacdo em
biotecnologias do controle da ovulacdo. Apds um periodo de adaptacdo e
monitoramento da ciclicidade, as ovelhas tiveram o estro sincronizado pelo
emprego de dispositivo intravaginal Eazi-Breed CIDR®, (0,33g de progesterona)
de segundo uso, por 12 dias e administracdo Unica, pela via intramuscular, de
350Ul de eCG concomitantemente a retirada do dispositivo. Foram coletadas
amostras de sangue para confirmacdo da ovulacdo e ciclicidade através da
guantificacdo de progesterona no plasma sendo considerados animais com
atividade lutea aqueles que apresentaram valores igual ou superior a 1ng/mL.
Decorridos seis dias da ovulacéo, as fémeas foram entéo divididas em quatro
grupos: GO (Controle): animais sem tratamento; G1 (DES 48h); animais
submetidos a aplicacdes intramusculares de 100ug de deslorelina a cada 48
horas durante sete dias; G2 (DES 72h): animais submetidos a aplicacbes
intramusculares de 100ug de deslorelina a cada 72 horas durante sete dias; e
G3 (Implante): animais com implante subcutaneo contendo 4,7mg de
deslorelina que permaneceu por sete dias. Durante o periodo de tratamento
especifico de cada um dos grupos (sete dias), os animais tiveram 0s ovarios
monitorados ultrassonograficamente uma vez ao dia para a constatacdo da
supressdo do crescimento folicular, sendo os foliculos presentes nos ovarios
classificados em pequenos, com didmetro de 2 a 2,9mm, médios, com diametro
de 3 a 4,4mm e grandes, com diametro 24,5mm. O monitoramento
ultrassonografico ovariano foi mantido apos o término dos tratamentos, até que
100% das ovelhas retomasse a atividade de crescimento folicular. A populacao
folicular foi comparada por classe do mesmo grupo e entre 0s grupos durante o
periodo de tratamento com deslorelina. O GO (Controle) ndo apresentou
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diferenca (p>0,05) entre as classes de foliculos sendo que o tempo decorrido
poés-sincronizacdo nao permitiu caracterizar o tipico padrdo em onda de
crescimento folicular. O G1 (DES 48h) ndo apresentou diferenga (p>0,05) na
classe de foliculos pequenos e para a classe de foliculos médios, houve
diferencga (p<0,05) ao longo do tratamento a partir do D6 em relagcdo ao DO e
para a classe de foliculos grandes houve diferenca (p<0,05) no D2 em relacdo
aos demais dias. Para G2 (DES 72h) néo houve diferenca (p>0,05) nas classes
de foliculos pequenos, medios e grandes. Para o G3 (Implante), na classe de
foliculos médios ocorreu diferenca (p<0,05) no D3 e no D7, sem que houvesse
diferenca (p>0,05) para a classe foliculos pequenos e grandes ao longo do
tratamento. Comparando a classe de foliculos médios entre os grupos foi
encontrada diferenca (p<0,05) entre o GO (Controle) com os demais grupos a
partir do D6. Comparando a classe de foliculos grandes encontrou-se diferenca
(p<0,05) entre o GO (Controle) e o G1(DES 48h) somente no D4 (0,83 £ 0,75 vs
0 + 0), entre 0 GO (Controle) e 0 G2 (DES 72h) somente no D4 (0,83 + 0,75 vs
0 + 0) e entre 0 GO (Controle) e o G3 (Implante) ndo existiu diferenca (p>0,05).
Quando somada a populacéo de foliculos médios e grandes o G1(DES 48h)
difere entre os dias do D6 em diante e em relacdo ao DO e em relacdo ao GO
(Controle) do D4 em diante e 0 G2 (DES 72h) e G3 (Implante) difere do GO
(Controle) do D5 em diante. Em todos os tratamentos a deslorelina exerceu
efeito de supresséo temporaria de crescimento folicular ndo havendo influéncia
da forma de administracdo (p>0,05) sobre o tempo de retorno da atividade

ovariana, que em média ocorreu com 12 dias.

Palavras chaves: Dinamica folicular, hormonio liberador de gonadotrofina,

dowregulation, reproducao ovina.
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Scagion, L.F.S. Temporary suppression of ovarian follicular growth in ewe by
continued administration of deslorelin in injectable form or controlled release
implant. Botucatu, 2015. 72f. Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia Animal)—
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus Botucatu,
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”.

ABSTRACT

The objective is to comparatively study the 100ug deslorelin serial
administration effects front implantation of sustained release deslorelin (4.7 mg)
on the temporary suppression of ovarian follicular growth in Bergamacia ewe
aiming the application in biotechnology for the control of ovulation. After an
adaptation period and monitoring of cyclicity, they had estrus synchronized with
the second use intravaginal device Eazi-Breed CIDR® (0.33g progesterone) for
12 days and a single intramuscular injection, of eCG 350Ul concurrently with
the removal of the device. Blood samples were collected for confirmation of
ovulation and cyclicality by measuring plasma progesterone being considered
with luteal activity those animals with values equal or higher than 1 ng / mL.
Elapsed six days of ovulation females was then be randomly divided into four
groups: GO (Control): untreated animals; G1 (DES 48h); animals subjected to
intramuscular injections of 100ug deslorelin every 48 hours for seven days; G2
(DES 72h) animals subjected to intramuscular injections of 100ug deslorelin
every 72 hours for seven days; and G3 (implant): animals with subcutaneous
implant containing 4.7 mg deslorelin that remained for seven days. During the
specific treatment period of each group (seven days), the animals ovaries was
monitored by ultrasound to establish the suppression of follicular growth. And
the follicles present in the ovaries classified into small, with a diameter of 2 to
2.9 mm, medium, with a diameter of 3 to 4.4 mm and large diameter 24.5mm.
Ovarian ultrasound monitoring was maintained after completion of treatment,
until 100% of the sheep retake the follicular activity. The follicular population
was compared in the groups and between the groups during the treatment
period. The GO (Control) did not differ (p> 0.05) between the follicles classes
wherein the post-synchronization elapsed time did not allow to characterize the
typical pattern in follicular wave. The Group G1 (DES 48h) did not differ in the
class of small follicles and in the class of medium follicles have significant
differences (p<0,05) between days from D6 of treatment in relation to DO and in
the class of large follicles have significant diferences (p<0.05) on D2. For G2
(DES 72h) there is no significant difference (p>0.05) in the classes of small,
medium and large follicles. For the Group G3 (implant), in the class of médium
follicles have significant diferences (p<0.05) in the D3 and D7, and in the class
of large and small follicles there is no significant difference (p>0.05) between
days. Comparing the class of medium follicles between groups we found
significant difference (p<0.05) between GO(Control) and the other gruops from
D6 onwards. Comparing the class of large follicles between groups we found
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significant difference (p<0.05) between GO (Control) and G1 (DES 48h) on D4,
between Group GO (Control) and G2 (DES 72h) on D4, and between GO
(Control) and G3 (Implant) there is no significant difference (p>0.05). When
coupled population of medium and large follicles G1 (DES 48h) differs between
days on D6 relative to DO and relative to GO (Control) on D4, G2 (DES 72h) and
G3 (Implant) differs from GO (Control) on D5. In all subgroups the deslorelin
played the suppression of follicular growth and there is no influence of the form
of administration (p>0.05) on the turnaround time of ovarian activity, which on
average was 12 days.

Keywords: Follicular  dynamics, gonadotropin-releasing hormone,
dowregulation, sheep reproduction.
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1. INTRODUCAO

A ovinocultura mundial vem-se intensificando nos ultimos anos, sobretudo
nos paises menos desenvolvidos devido ao grande potencial econémico. No
Brasil € uma atividade em pleno desenvolvimento, confirmado pelo interesse
dos criadores pela espécie e do mercado consumidor pelos seus produtos. E a
atividade pecuaria que apresenta maior crescimento, este associado as
condi¢gdes econOmicas, sociais e ambientais favoraveis. Segundo dados do
IBGE, houve um aumento de 1,62% do rebanho ovino entre os anos de 2010 e
2011, passando entdo a 17,6 milhdes de cabecas.

No Estado de Sao Paulo, a ovinocultura desponta-se como atividade
importante no contexto econdmico, contando com um excelente sistema de
apoio técnico, representado pela Associacao Paulista dos Criadores de Ovinos
(ASPACO), com cerca de 240.000 cabecas em 200 rebanhos cadastrados.

Tendo em vista 0 aumento da produtividade e o incremento nos ganhos
na ovinocultura moderna, precisamos aliar ao melhoramento genético a
utilizacdo de biotécnicas da reproducdo como a sincronizacdo do estro,
inseminacéo artificial e a transferéncia de embrides.

Uma limitagdo para o desenvolvimento de programas de superovulacéo e
transferéncia de embrido em ovinos e caprinos é a grande variacdo na resposta
do ovério aos estimulos das gonadotrofinas nos tratamentos tradicionais. Isto
ocorre porque nem sempre é levado em conta o status de desenvolvimento
folicular no inicio do protocolo de superestimulacdo (Gonzalez-Bulnes et al.,
2004). Resultados mais regulares s&o obtidos ao iniciar o tratamento na

auséncia de foliculos dominantes (Gharbi et al., 2012).
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Este trabalho teve como intuito estudar formas de controle da atividade de
crescimento folicular ovariano da ovelha, pela administracdo continuada de
deslorelina, na forma injetavel ou implante subcutaneo de liberacdo controlada,

hipotizando que haja supressao do crescimento folicular de maneira reversivel.
2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Ciclo estral

O ciclo estral € um conjunto de eventos que se repetem sucessivamente.
Nas ovelhas o ciclo estral tem uma duracdo de 17 + 2 dias. Sendo o estro
iniciado no dia zero, os demais dias podem ser divididos em duas fases: fase
luteal, que se estende desde o dia 2 até o dia 13 e a fase folicular, que
compreende do dia 14 até o dia 1 do ciclo seguinte (RUBIANES, 2000).

Quanto a distribuicdo anual dos estros, a ovelha é classificada como
poliéstrica estacional (FONSECA, 2005) e a duracdo da estacdo sexual varia
de acordo com a extensao do dia, da raga, do estado nutricional e alimentacéo.
Esta estacionalidade é governada pelo fotoperiodismo com a atividade estral
comecando durante o periodo em que diminui a duracdo circadiana da
luminosidade. Nas zonas tropicais, onde a variacdo anual do fotoperiodo é
menor, a tendéncia dos ovinos e caprinos locais é ciclar durante o ano todo
(JAINNUDEN et al., 2004).

A relacdo entre a exposicdo a luminosidade e o sistema gerador de
pulsos de LH em ovinos, € bem estudada. O fotoperiodo é formado por um
caminho complexo que envolve passos neurais e humorais. Os sinais
luminosos sao captados pelos fotorreceptores dos olhos, transmitidos pelo
sistema nervoso monossinéptico para o hipotalamo e depois a glandula pineal.

Esta converte o sinal nervoso em supressao da liberagdo hormonal, o qual
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apresenta caracteristica de um ritmo circadiano de secrecdo de melatonina

(SA, 2002).

A duracdo da secrecdo de melatonina é diretamente proporcional ao
comprimento da exposicdo do animal a obscuridade da noite, quando ocorre
sua producdo. Portanto, na presenca da luz, a secrecdo € inibida. Existe um
ciclo circadiano de liberacdo que em condi¢cbes normais coincide com o ciclo
luz-obscuridade, podendo ser interpretado como indutivo ou supressivo. Os
sinais de melatonina indutiva estimulam o pulso gerador de LH enquanto que o

supressivo inibe este pulso (KARSCH, 1984).

Mudangas significantes na liberacdo de GnRH sé&o induzidas com
tratamentos com melatonina. Em ovelhas ovariectomizadas e com implante de
estradiol 173, a frequéncia de liberacdo de GnRH e LH esta reduzida durante o
anestro ou em dias longos (GOODMAN et al.,1982) com pulso a cada 6 horas.
Ao ser inserido um implante de melatonina ocorre um aumento dramatico na
frequéncia dos pulsos de GnRH e LH, passando a 10 pulsos a cada 6 horas

(VINGUIE et al., 1995).

Entdo a estac&o reprodutiva concentra-se nos meses de menor exposicao
a luz ao longo do ano, o que ndo quer dizer que nos demais periodos nao

ocorram atividade ovariana (EVANS & MAXWELL, 1990).

Em estudo utilizando a ultrassonografia em tempo real, associada a
guantificacbes hormonais na observacao de ovelhas em anestro, observou-se
desenvolvimento folicular sem a ocorréncia de pico ovulatério de LH. Foram

observadas oscilagbes nas concentracbes de estrogenos e progesterona,
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devido ao desenvolvimento folicular e ocorréncia de luteinizacdo de foliculos

(BARTLEWSKI et al., 1998).

A auséncia de estro e ovulagéo na ovelha é resultado de uma mudancga
no mecanismo de controle retrégado ao estradiol, mediado pelo fotoperiodo. A
inter-relacdo entre o eixo hipotalamo-hip6fise e o estrogeno secretado pelo
foliculo em crescimento serd predominantemente negativa (McNEILLY et al.,

1986).

Proximo ao final da estacdo de anestro, a secrecdo de LH ¢é
restabelecida, devido a maior prevaléncia de liberacdo de melatonina que
entdo exerce modulagdo dos mecanismos inibitorios que mantinham a
frequéncia e amplitude dos pulsos de LH em declinio, estimulando a producéo
de estrogeno dos foliculos ovarianos, com retorno do pico pré-ovulatério de LH

(KARSCH et al., 1984).

A alta temperatura ambiental e a falta de alimentos podem restringir a
atividade sexual durante alguns meses do ano nos trépicos, porém, logo apés o

inicio da estacdo chuvosa, essa atividade aumenta (HAFEZ & HAFEZ, 2004).

O gendtipo influéncia na estacéo sexual, uma vez que as racas de ovinos
originadas proximo ao equador, como Dorset, Merino e Rambouillet,
apresentam estacfes sexuais mais longas do que as racas britanicas como
Southdown, Shropshire e Hampshire, mantidas no mesmo ambiente (HAFEZ &

HAFEZ, 2004).

O cio das ovelhas perdura de 24 a 36 horas em média. A raga, idade,
estacdo e presenca do macho influem na duracdo do cio. Racas de la

apresentam periodos de cio mais longos do que as racas de corte. O cio é de
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duracdo mais curta no inicio e no fim da estacdo de monta, na presenca do
macho e na primeira estacdo de monta de fémeas jovens. A ovulacdo é

espontanea e ocorre normalmente cerca de 24 a 27 horas ap0s 0 seu inicio.

Em muitas racgas, pode ocorrer uma ou mais ovulagcdes durante o cio. A
taxa de ovulacdo é de 1,2 para ovelhas Merino e de 3 para a raca Finnish
Landrace. A taxa de ovulacdo aumenta com a idade e atinge o maximo dos 3
aos 6 anos, declinando gradualmente ap0s essa faixa etaria. No ovario direito
ocorre um numero significativamente maior de ovulagbes (53,4%) do que no
ovario esquerdo (46,6%) (JAINNUDEN et al., 2004). A lutedlise usualmente

ocorre no dia 14 ou 15 do ciclo estral (SCARAMUZZI et al., 1993).

O controle do ciclo estral da-se por uma inter-relacao entre os horménios
produzidos no hipotalamo, o GnRH; hipdfise, o LH e FSH; foliculo, o estradiol e
a inibina; corpo lateo (CL), a progesterona e a ocitocina e utero, a

prostaglandina PGF,, (SCARAMUZZI et al., 2011).

Essas inter-relacdes tém sido extensivamente estudadas na ovelha, de
modo que a sequéncia de eventos enddcrinos, controle do ciclo estral,
ovulacdo e o0 estabelecimento da gestacdo foram bem documentados
(SCARAMUZZI et al.,1993; SCARAMUZZI et al., 2011; McNEILLY et al., 1991;

BAIRD & McNEILLY et al., 1981)

A liberacdo do GnRH pelo hipotalamo leva a um estimulo positivo para a
producéo de LH e FSH pela hipdéfise anterior e estas gonadotrofinas estimulam

o desenvolvimento folicular (McNEILLY et al., 1991).

No ovario ocorre um aumento na producao de estradiol estimulado por um

aumento na frequéncia de pulsos de GnRH e LH devido a queda na
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concentragao de progesterona durante a regressao luteal, com isso atraves do
controle retrégado positivo promovido pelo estradiol tem-se a ocorréncia do
pico pré-ovulatério de LH. Em contraste, a concentracdo de FSH diminui
suprimida pela secrecdo crescente de estradiol e inibina do foliculo pre-

ovulatorio (BAIRD & McNEILLY et al., 1981)

O primeiro sinal para o pico pré-ovulatorio de GnRH e LH, segundo
SCARAMUZZI (1993), é o aumento da secrecao de estradiol e que também é

responsavel pelas manifestacdes de estro.

O pico pré-ovulatério de LH, é responsavel pela ovulacdo e pela
luteinizac&o do foliculo, e subsequente formacédo do CL. Apos ovulacéo, o CL
formado secreta progesterona que inibe a secrecdo uterina do hormoénio
prostaglandina durante os primeiros dias da fase luteal e suprime a frequéncia
de pulsos do hormdénio GnRH, controlando a secrecao tonica de LH (FLINT et

al., 1989; BAZER et al., 1991).

No hipotalamo e hipofise, a progesterona promove a inibicdo da
pulsatibiidade de GnRH, e subsequente pico de LH. A diminuicdo na
frequéncia dos pulsos de GnRH é de grande importancia para que as células
gonadotrdéficas hipofiséria forme estoque de FSH necessario para ativar o

recrutamento de novos foliculos (CHABBERT-BUFFER et al., 2000)

Enquanto os niveis de LH e esteroides estdo baixos, h4 uma elevacéo
significativa na concentracdo de FSH um dia apds a ovulacdo seguido por um
aumento na secrec¢do de estradiol por um pool de novos foliculos antrais

(SOUZA et al., 1998).
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Entre os dias 11 e 12 do ciclo, inicia-se o0 mecanismo de retroalimentacao
positivo ocitocina luteal — PGF2a endometrial, que culmina com a lise do corpo
IUteo. Isso leva a uma queda brusca da progesterona plasmatica por volta do
dia 13 (BAIRD & McNEILLY, 1981). A ocitocina desempenha um papel central
nesse processo. A ocitocina proveniente da neuro-hipofise estimula a secrecéo
de PGF,, do endométrio. A PGF,, estimula a secre¢éo de ocitocina do CL, e a
ocitocina luteinica amplia a producédo de PGF,, do Utero, caracterizando o
processo de retroalimentacdo positiva. Nesse momento, a lutedlise tem inicio
como resultado da elevacéao e ativacéo de receptores de estradiol, aumentando
0 numero de receptores de ocitocina no endométrio, iniciando o mecanismo de

retroalimentacao descrito (HOOPER et al., 1986 ).

2.2. InteragBes entre o foliculo e o od6cito

E sabido que a oogénese e a foliculogénese estio intimamente ligadas ao
crescimento e desenvolvimento do odcito em uma relagdo com as células
sométicas do foliculo (THIBAULT 1977).

A perspectiva tradicional da relacao entre o odcito e o foliculo sempre foi
de que o odcito era passivo e seu crescimento e desenvolvimento eram ditados
pelo sistema enddcrino e pelas células somaticas dos foliculos. Porém, agora
sabemos que o0 00cito ndo é totalmente passivo no processo da foliculogénese,
mas que tem um papel ativo e essencial (SCARAMUZZI et al.,, 2011)
secretando fatores de crescimento e regulando a foliculogénese (GILCHRIST
et al., 2004; MCNATTY et al., 2004).

Estes fatores atuam em importantes funcbes das células da granulosa e

das células do cumulus, como: crescimento celular, aumento da sobrevivéncia
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celular, modulacdo da esteroidogénese e expansdo e metabolismo das células
do cumulus (EPPIG 2001; GILCHRIST et al. 2004).

Segundo Li e colaboladores (2000), o oocito modula a sintese de
estrégeno e progesterona pelas células murais e do cumulus.

O odcito tem maior capacidade em regular todos estes fatores durante a
fase da foliculogénese dos foliculos dependentes das gonodotrofinas, apos
completar a fase de seu crescimento (GILCHRIST et al., 2008).

Entdo, a comunicacdo entre o0 o00cito e as células da granulosa é
essencial para o crescimento e desenvolvimento normais, tanto do foliculo
como do odcito, e essa comunicagao ocorre por via paracrina e através de gap-
junction (GILCHRIST et al., 2004)

Os principais fatores de crescimento expressados pelo odécito que
regulara a foliculogénese sao: fator de crescimento de diferenciacdo 9 (GDF-9)
e a proteina morfogenética do osso 15 (BMP 15) também conhecido como
GDF-9b (DONG et al., 1996). Os dois sdo membros da familia dos TGF-f e as
células da granulosa e do cumulus expressam uma grande quantidade desses
receptores (MCNATTY et al., 2005).

2.3. Foliculogénese

A foliculogénese € o processo de desenvolvimento e crescimento folicular
(SCARAMUZZI et al., 1993). O inicio da foliculogénese em fémeas mamiferas
ocorre na fase fetal, especificamente nos ovinos, ocorre logo apds a
diferenciacdo sexual, aproximadamente 35 dias ap6s a concepcdo
(SCARAMUZZI et al., 2011), quando as células germinativas primordiais
migram do saco vitelino para a gonada em formacao, originando as oogonias.

Estas diferenciam-se em o06citos, 0s quais, associados a uma camada de



193

194

195

196

197

198

199

200

201

202

203

204

205

206

207

208

209

210

211

212

213

214

215

216

células epiteliais, constituem os foliculos primordiais (SOTO-SUAZO & ZORN,
2005; VAN DEN HURK & ZHAO, 2005).

No processo de foliculogénese, o foliculo leva ao redor de 180 dias para
atingir o estadio pré-ovulatorio, sendo 135 dias até o aparecimento do antro, e
mais de 45 dias até a ovulacado (CAHILL et al., 1979).

Scaramuzzi e colaboradores (1993) propuseram um modelo geral para a
foliculogénese desde o estadio primordial até o foliculo ovulatorio em ovelhas,
baseado na inter-relagédo do foliculo com as gonadotrofinas.

O crescimento dos foliculos primordiais até primarios aparentemente
independe de gonadotrofinas, apresentam baixa taxa de atresia, e sao
chamados de foliculos independentes de gonadotrofinas (SCARAMUZZI et al.,
2011). O ovério de ovelhas jovens contém cerca de 300.000 foliculos
primordiais (CAHILL et al., 1979; MARIANA et al., 1991). Cada um destes
foliculos primordiais contém um odcito que € desprovido de zona peltcida, mas
esta envolto por uma camada de células epiteliais (SCARAMUZZI et al., 1993).
Esses foliculos possuem iniUmeros receptores para fatores de crescimento, por
exemplo: c-kit, kit ligand e GDF9, e esses fatores de crescimento estédo
envolvidos positivamente e negativamente na iniciagdo do crescimento folicular
(SCARAMUZZ] et al., 2011).

Em um estudo feito in vitro com ovarios bovinos e humanos, mostrou-se
gue a maioria dos foliculos primordiais foi ativada apds poucos dias de seu
isolamento do ovario, sugerindo que esses fatores inibitérios podem ser
importantes para controlar a saida desses foliculos do estagio primordial

(FORTUNE, 2003).
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Uma vez que os foliculos deixam o “pool” de foliculos primordiais, tornam-
se foliculos priméarios por volta dos 100 dias da vida fetal nos ovinos, com
crescimento independente de gonadotrofinas. Os primeiros eventos que podem
ser detectados nessa fase sdo: sintese de RNA pelo odcito, aumento do odcito,
atividade mitdtica nas células da granulosa que se tornam cuboides e formacao
da zona pelucida (LUNDY et al.,, 1999). Conforme esses foliculos se
desenvolvem, ocorre a formacéo da teca interna (2-3 camadas de células da
granulosa) que possui receptores para LH e passam a ser chamados de
foliculos pré-antrais (SCARAMUZZI et al., 2011). Na ovelha, esses foliculos
possuem aproximadamente 100.000 células da granulosa e podem existir
cerca de 4.000 destes foliculos em uma unica onda (CAHILL et al., 1979).

Segundo McNatty e colaboladores (1992) foliculos acima de 1 mm de
diametro sao responsivos ao FSH e podem ser descritos como foliculos
responsivos as gonadotrofinas. No inicio do estagio de crescimento, séo
necessarios receptores de FSH na célula da granulosa. Nesta fase encontram-
se desde foliculos pré-antrais até foliculos antrais pequenos (Imm de diametro
a 2,5 mm) com diferentes respostas as gonadotrofinas (McNATTY et al., 1992;
SCARAMUZZI et al., 1993) e células da granulosa que sintetizam e secretam
proteoglicanos em resposta ao FSH. Estes envolvidos na formagédo do antro e
diminuem a atividade mit6tica dessas células (AX & RYAN, 1979).

Em ovelhas, foliculos antrais maiores que 2 e 3 mm de diametro séo
absolutamente dependentes de gonadotrofinas, e sdo destes foliculos que
ocorre o recrutamento e a selecdo de foliculos capazes de ovular. Para um
foliculo mudar de responsivo as gonadotrofinas para dependente de

gonadotrofinas e crescer mais do que 2,5mm de diametro, h4 um requerimento
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de FSH (PICTON et al., 1990; SCARAMUZZI et al., 1993; SCARAMUZZI et al.,
2011). Esse aumento de FSH é causado pelo desaparecimento momentaneo
do feedback negativo (estradiol e inibina) quando um foliculo dominante ovula
ou entra em atresia. O aumento do FSH induz o surgimento do grupo de
foliculos dependentes de gonadotrofinas (SOUZA et al., 1998). Os foliculos
desse estagio sao os que possuem maior requerimento de FSH, caracteristicas
gue os distinguem dos demais e o0s tornam mais vulneraveis a entrar em
atresia (SCARAMUZZ| et al., 1993).

Mais ou menos 3 dias ap0s o surgimento desses foliculos, um ou mais
atingem o status ovulatorio (5-8 mm diametro). Foliculos ovulatorios sé&o
aqueles capazes de ovular dados o ambiente enddcrino correto de estradiol
alto, progesterona baixa e alta frequéncia do pulso de LH (WEBB et al., 1989).

Os papéis relativos das gonadotrofinas em recrutar e selecionar o foliculo
ovulatério ainda é incerto. E tem se mostrado que o FSH sozinho (PICTON et
al., 1990) pode estimular o crescimento do foliculo ao tamanho ovulatério em
ovelhas. Essas observagdes sustentam a maioria dos dados para os quais
atribuem um papel essencial do FSH no controle do desenvolvimento folicular e
selecdo (McNEILLY et al., 1991). O LH é necessario para o desenvolvimento e
manutenc¢do do foliculo antral. Em ovelhas tem-se demonstrado que no final do
desenvolvimento folicular, na maturacdo do foliculo antral, e na ovulacdo
seguida da lutedlise ha uma dependéncia do aumento na pulsatibilidade da

secrecdo de LH (BAIRD & McNEILLY et al., 1981).
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2.4. Dinamica folicular

E um processo continuo de crescimento e regresséo dos foliculos antrais
gue permitem o desenvolvimento do foliculo pré-ovulatorio (LUCY et al., 1992).

Os ovarios das ovelhas tém sido examinados com sucesso usando
transdutor linear prostatico humano de 7,5 MHz (GONZALES-BULNES, 2002).

Com a utlizagdo da ultrassonografia, uma técnica néo invasiva e
repetiiva de monitorar o0 desenvolvimento de foliculos, possibilitou
compreender melhor a dinamica folicular, caracterizando ondas, selecéo,
dominancia e regresséao dos grandes foliculos.

Nas ovelhas, o crescimento folicular acontece na forma de ondas,
podendo ocorrer de 2 a 4 com predominio de 3, respectivamente, cerca de 0, 6,
11 do ciclo estral das ovelhas (GINTHER et al., 1995; BARTLEWSKY et al.
1999; LEYVA et al., 1999; VINOLES et al., 1999). A raz&o para essa variacio
ndo € sabida, mas ha sugestbes que esta ligada as condicbes corporais
(MURPHY et al., 1991). A emergéncia das ondas esta determinada pelo FSH, e
uma elevagdo nos niveis plasmaticos deste € observada um a dois dias antes
de cada onda, a secrecéo pulsatil de FSH ocorre a cada 4-6 dias, o que resulta
em trés pulsos de gonadotrofinas e trés ondas de crescimento folicular na
maioria das ovelhas (GINTHER et al., 1995;).

No trabalho de Leyva et al., (1999) em ovelhas o diametro dos foliculos
grandes da segunda onda s&o menores do que os da primeira e terceira onda.

Existem fortes evidéncias que indicam que durante a primeira e a Ultima
onda folicular (ovulatéria) ocorre a dominancia. Um foliculo do “pool” recrutado
€ selecionado e continuara crescendo enquanto 0s outros sofrem atresia

(BAIRD & MCNEILLY., 1981).
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O foliculo maior de uma onda sera o foliculo ovulatorio se conseguir
estabelecer uma cascata enddcrina com o LH que resulte em um pico pré-
ovulatorio de LH. Ha opinides divergentes entre os autores, sobre a existéncia
da dominancia nas ondas intermediarias do ciclo estral em ovelhas (CASTRO
et al., 1999). O fato de mais de um foliculo adquirir a habilidade de atingir o
tamanho pré-ovulatério em uma Unica onda sugere que a dominéancia folicular
em ovelhas é fraca (BARTLEWSKI et al., 1999).

Em vacas, o foliculo dominante produz esteroides (estrogeno e
androgenos), fatores ndo esteroidais (inibina, folistatina e fatores de
crescimento) que provocam alteracdes sistémicas nas concentracdes de FSH e
LH, prevenindo o crescimento do foliculo subordinado, impedindo a préxima
onda folicular, terminando com a regressdo ou ovulacdo desse foliculo
(FORTUNE, 1994; ADAMS, 1999).

Vérios estudos tém demonstrado a importancia do sistema ativina-
folistatina no controle da fungédo ovariana. In vitro, a ativina-A estimula a
proliferacdo das células da granulosa nos foliculos pré-antrais e inicio do antro,
além de regular os receptores de FSH e a atividade da aromatase induzida por
este hormbnio. Em adicéo, retarda a luteinizacdo e a atresia nos grandes
foliculos antrais elevando a maturacdo do odcito. Por outro lado, a folistatina
atenua as acOes da ativina-A e pode promover a luteinizacdo e atresia dos
grandes foliculos antrais. (VAN DEN HURK & ZHAO, 2005).

McNATTY e colaboradores (1982) sugeriram que o foliculo pré-ovulatério
apresenta-se como foliculo estrogénico grande apdés 10h da lutedlise de um

“pool” de foliculos presente naquele momento.
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Outro trabalho demonstra que os foliculos ovulatérios sdo derivados de
foliculos de mais de 2 mm presente no momento da regresséo luteal. Porém
foliculos menores também podem ser capazes de ovular, assim, a selecéo
ocorre em um prazo flexivel antes ou apos a lutedlise. O foliculo pré-ovulatério
normalmente € originado de uma populagcéo de foliculos grandes presente no
momento da regressao luteal, mas a ovelha tem a habilidade de promover
foliculos menores (Tsonis et al., 1984).

2.5. Downregulation

Por definicdo downregulation € um decréscimo no numero de receptores
na superficie de uma célula alvo tornando a célula menos sensivel a um
hormdnio ou outro agente.

Em ratos (GARNER & BLAKE, 1979; CLAYTON, 1982), e mulheres
(RABIN & MCNEIL, 1980; HEBER & SWERDLOFF, 1981) foi observado que
apos a administracdo aguda ou crénica de GnRH, ou de seus analogos, ha
dessensibilizacdo da pituitaria ao estimulo do GnRH e/ou a deplecédo de LH e
FSH pela hipdfise.

O processo de down regulation provocado pelo GnRH e seus agonistas
promove uma dessensibiliazacdo dos receptores hipofisarios que
possivelmente ocorre devido a aceleracdo da internalizacdo e degradacao dos
receptores de GnRH, sem que ocorra uma resposta compensatéria ou devido
ao desacoplamento dos receptores de GnRH ao seu segundo mensageiro
intracelular dentro das células gonadotrdéficas induzindo um efeito transitério de
insensibilidade (HUCKLE et al., 1988; SCHNEIDER et al., 2006). Teoricamente,

outros receptores hormonais presentes nos orgaos reprodutivos podem sofrer
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dessensibilizacdo devido ao uso continuo de agonistas do GnRH (D’OCCHIO
et al., 2000).

Em ovinos apés o tratamento com agonista do GnRH a resposta das
gonadotrofinas ao GnRH é totalmente abolida, confirmando a dessensibilizacéo
atribuidos ao down regulation e a interrupcdo do sistema de segundo
mensageiro (TARAGNAT et al., 1998).

Ao utilizar infusdo intravenosa de GnRH por um periodo de 24 horas,
Crowder e colaboradores (1986) concluiram que o processo de downregulation
em ovelhas € um fenébmeno de curta duracao havendo uma rapida recuperacao
dos receptores de GnRH. A frequéncia e amplitude dos pulsos de LH e os
pulsos de GnRH, presumivelmente, também foram suprimidos pela exposicao
continua ao GnRH.

Visando melhorar a resposta aos protocolos de superovulacdo, Cognié e
colaboradores (2003) destacaram o uso de agonistas e antagonistas do GnRH
associado aos progestagenos com o objetivo de suprimir a liberacdo endégena
destas gonadotrofinas. Este conceito também foi utilizado em estudos de
superestimulacdo ovariana em que foram testados pré-tratamentos de duas
semanas com agonistas do GnRH (Buserelina 40 pg/dia - Receptal® MSD
Animal Health) ou 10 dias com antagonista (Antarelix 0,5 mg/dia, Teverelix®)
nos quais os autores obtiveram diminui¢cdo dos foliculos maiores, aumento no
namero dos foliculos menores e consequente aumento na resposta ao FSH
exbégeno em até 50% (GHARBI et al., 2012; COGNIE, 1999). Dufour e
colaboradores (2000) utilizaram o antagonista Antarelix por 10 dias no periodo
prévio a superovulacdo em ovelhas com o gene Booroola Fec e como resultado

observaram além da reducdo do numero de foliculos com mais de 2mm, a
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reducdo nas concentragbes de FSH e LH no inicio do tratamento
superovulatério.

Gharbi e colaboradores (2012) testaram o efeito do tratamento com
agonista do GnRH no crescimento folicular ovariano, na resposta aos
tratamentos de superovulagdo e na producéo in vivo de embrides. Para isso,
utilizaram 20 ovelhas com o estro previamente sincronizado, as quais 10 delas
nao receberam nenhum pré-tratamento antes do protocolo de superovulacao
com FSH (Grupo controle), e nas outras 10 fémeas foram aplicadas, durante 14
dias, injecBes diarias por via subcutdnea de 40ug de Busorelina antes do
protocolo com FSH. Os foliculos foram divididos em pequenos (2-3mm),
meédios (4-5mm) e grandes (26mm). O Grupo tratado com Busorelina mostrou
um significante aumento no numero de foliculos pequenos (de 8 para 15
foliculos) e supressao dos foliculos médios e grandes (de 4 para 0), enquanto
no Grupo controle ndo foi observado nenhuma mudanca significativa quanto ao
namero de foliculos pequenos (de 8 para 9) e na supresséao de foliculos médios
e grandes (de 2 para 2). A resposta ovulatéria, determinada pelo nimero de
corpos lateos, foi significantemente maior no grupo com o pré-tratamento,
aproximadamente 50% maior do que no Grupo controle. Apés, as fémeas
foram inseminadas e os embrides coletados por lavagem uterina. Comparando
as quantidades de embribes transferiveis das ovelhas do grupo sem tratamento
e as submetidas ao pré-tratamento com o agonista do GnRH foi observado
um aumento de 4 para 10 embrides, respectivamente. Portanto, este estudo
constatou que o tratamento com Busorelina aumentou significativamente o
namero de foliculos pequenos e consequentemente melhorou a resposta da

superestimulacdo ovariana e aumentou a quantidade sem afetar a qualidade
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dos embrides transferiveis por ovelha, sendo entdo um tratamento viavel e
apropriado para implementacdo na producdo, preservacao e transferéncia de
embrides em ovinos.

2.6. Acetato de deslorelina

A deslorelina é um analogo agonista do GnRH produzido pela substituicao
da glicina na posicao 6 pelo triptofano, retirando a glicina da posicao 10 e
adicionando uma amida na prolina da posi¢cdo 9 (6-D-triptofano-9-(N-etil-L-
prolinamida-10-Desglicinamida LH-RH). A poténcia biol6gica desta droga em
cdes é cerca de 150 vezes maior que a do GnRH, além de apresentar maior
estabilidade (CONCANNON, 2005), induz uma liberacdo de LH cerca de sete
vezes maior do que o GnRH, possuindo ainda baixa degradacdo (COY &
SCHALLY, 1978), sendo cerca de 7 vezes mais potente que a busorelina
(KARTEN & RIVIER, 1986)

A deslorelina tem sido amplamente utilizada no controle reprodutivo das
espécies domésticas, principalmente na inducdo de ovulacdo de éguas em
estro (SQUIRES et al., 1994). Diferentes estudos em rebanhos de bovinos
leiteiros tem utilizado a deslorelina para investigacbes sobre o controle do
retorno a ciclicidade no periodo pés-parto (PADULA & MACMILLAN, 2002),
para a reducdo da perda gestacional no periodo embrionario tardio
(BARTOLOME et al., 2006) e nos protocolos de inseminacédo artificial em
tempo fixo (SANTOS et al., 2004).

Padula e Macmillan (2005) estudaram o efeito da deslorelina em 26 vacas
holandesas ndo lactantes que tiveram o estro sincronizado e apds sua
deteccédo foram divididas em trés Grupos de tratamento: 1)100ug de deslorelina

por via intramuscular uma vez por semana durante seis semanas; 2) duas
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aplicacbes por semana durante seis semanas; e 3)sem tratamento. Como
resultado, os autores obtiveram 70% para o Grupo 1 e 88% para o Grupo 2, de
animais em anestro total (baixos niveis de progesterona durante todo o
tratamento) ou parcial (nivel de progesterona abaixo do Grupo controle), o
Grupo controle mostrou 100% dos animais com ciclo estral normal. Concluindo-
se entdo que repetidas aplicacdes de deslorelina alteram significativamente a
proporcdo de vacas com ciclos anormais variando entre anestro e ciclos
indistinguiveis do normal.

Com o surgimento dos agonistas com ligacdes fortes aos seus receptores
e as lentas taxas de degradacdo, a exemplo da deslorelina, vieram a gerar
efeitos de infertilidade, por levar a sindrome de hiperestimulo ovariano (COY &
SCHALLY, 1978). Os implantes de deslorelina subcutaneos de liberagéo lenta
utilizados em caes liberam quantidades minimas do principio ativo em padréao
bem definido, inibindo temporaria e reversivelmente a producdo de
gonadotrofinas e horménios sexuais, por cerca de seis a doze meses (TRIGG
et al.,, 2001; WRIGHT et al., 2001). O uso desses implantes na reproducao
equina tem uma desvantagem potencial que é a necessidade de retirada
destes depois de confirmada a ovulacdo, jA que sua permanéncia resulta em
supresséo do crescimento folicular e maior intervalo interestral em éguas que
falharem na concepc¢éo. Esse atraso pode variar de trés a mais de trinta dias
(McCUE et al., 2002; STITCH et al., 2004).

Segundo Leite (2012), o uso de implantes subcutaneos de libragcéo
controlada de deslorelina (Suprelorin® em ovelhas provocou com eficiéncia a
supressao do crescimento folicular ap6s sete dias de uso com uma média de

retorno a ciclicidade de onze dias ap0s retirada do implante.
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No tratamento cronico com agonistas do GnRH temos duas fase. A
primeira é caracterizada por um imediato aumento nas concentracdes
plasmaticas de gonadotrofinas, estimulando o crescimento folicular e indugéo
da ovulacdo. A segunda fase € caracterizada pelo bloqueio dos pulsos de LH
gue sera mantido enquanto o agonista estiver presente (D’OCCHIO et al.,
2000).

3. OBJETIVOS

Este trabalho teve como intuito estudar formas de controle da atividade
de crescimento folicular ovariano da ovelha, pela administracado continuada de
deslorelina, na forma injetavel ou implante subcutaneo de liberacdo controlada,

hipotizando que haja supresséo do crescimento folicular de maneira reversivel.
Tendo como objetivos secundarios:

e Avaliar o efeito da deslorelina sobre a sincronia da emergéncia de uma
nova onda de crescimento folicular apés a interrup¢ao do tratamento;

e Avaliar a funcionalidade do corpo luteo pés-sincronizacéo e pés-supressao.

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Local de Experimentagéo e manutencao dos animais.

O experimento foi conduzido, durante a transicdo de outono inverno, no
“Laboratorio de Estudos de Biotecnologia Aplicada a Reproducédo de Ovinos e
Caprinos” do Departamento de Reproducdo Animal e Radiologia Veterinaria, da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ) da Universidade
Estadual Paulista (UNESP), Campus de Botucatu, situado a latitude de

22°53'09” Sul e longitude de 48°26'42" Oeste, estando a uma altitude de 804

metros.
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Foram utilizadas inicialmente 30 fémeas ovinas da raca Bergamacia,
provenientes do setor de ovinocultura da Fazenda Edgardia (UNESP-
Botucatu), selecionadas quanto ao estado corporal, estado clinico geral e
status reprodutivo.

As ovelhas receberam durante o periodo experimental agua e sal mineral
ad libitum, além de serem mantidas em regime de confinamento, em piquetes,
alimentacdo com volumoso triturado e racdo especifica para manutencédo de
ovelhas adultas (NUTRIZ; S&do Manuel; SP; Brasil).

4.2. Delineamento experimental

O presente trabalho foi cronologicamente constituido por etapas
experimentais onde os animais foram selecionados e divididos conforme o
descrito.

4.2.1. Cronologia e etapas experimentais

Cronologicamente o experimento constou de quatro etapas (Fig.1):

Etapa | — Selecdo dos animais — As ovelhas passaram por um periodo
de adaptagcdo ao novo ambiente e rotina de ultrassom e alimentagdo de
aproximadamente um més, apdés esse periodo tiveram a ciclicidade ovariana
determinada por meio de quantificacdo de progesterona em amostras pareada
com intervalo de sete dias e deteccao ultrassonografica do corpo Iuteo. Foram
mantidos no experimento apenas os animais (n=29) que atendiam aos critérios
de aptiddo clinico-reprodutivo e ciclicidade.

Etapa Il — Sincronizag&o do estro - As ovelhas que foram consideradas
aptas para o experimento (n=29) tiveram o estro sincronizado pelo emprego de
dispositivo intravaginal de liberagdo controlada de progesterona (Eazi-Breed

CIDR®; 0,33g de progesterona; Pfizer; So Paulo; Brasil) de segundo uso, por
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12 dias e administracdo Unica, pela via intramuscular, de 350Ul de eCG
(Novormon® ; Intervet Schering-Plough; S&o Paulo; Brasil) concomitantemente
a retirada do dispositivo. A ocorréncia do estro induzido e da ovulagcédo foi
monitorada através de “rufiacdo”, exame ultrassonografico e dosagem de
progesterona seis dias apds a constatacdo da ovulacao.

Etapa lll — Formacdo dos grupos experimentais e tratamentos - Os
animais, que responderam a sincronizagdo (n=22), foram randomicamente
distribuidos entre os quatro grupos experimentais e esta etapa teve inicio no
sexto dia ap6s a ovulagao sincronizada e com duracdo de sete dias. Durante
toda esta etapa as ovelhas tiveram o crescimento folicular monitorado por
ultrassonografia.

Etapa IV — Pos-tratamento — Iniciou apés a interrupcao dos tratamentos
e perdurou até a ocorréncia da ovulagdo em 100% dos animais, sendo que seis
dias apo6s foram coletadas amostras de sangue para quantificacdo de
progesterona. Nesta etapa, as ovelhas também foram monitoradas por
ultrassonografia para constatacdo do retorno a ciclicidade. As ovelhas foram
observadas por dois meses ao retornarem a sua atividade reprodutiva normal.

4.2.2. Grupos experimentais
Os animais foram randomicamente distribuidos entre 0s grupos:
e GO (Controle) — Ovelhas (n=5) sem as aplicacbes de deslorelina
injetavel ou implante subcutaneo;
e G1 (DES 48h) — Ovelhas (n=6) com aplicacdo de 100ug de deslorelina
injetavel, pela via intramuscular, em intervalos de 48 horas durante sete

dias (DO — D7);
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G2 (DES 72h) — Ovelhas (n=5) com a aplicacado de 100ug de deslorelina
injetavel pela via intramuscular, em intervalos de 72 horas durante sete
dias (DO — D7);

G3 (Implante) — Ovelhas (n=6) com o implante subcutaneo contendo

4,7mg de deslorelina por sete dias (DO — D7).

rEtapa |- Sele¢do dos animais )
Tus ,us 4 us gus gus qus gus f
> n=30
| I | I | | I |
\ D-29 D-28 D-27 D-26 D-25 D-24 D-23 D-22 )
(55 S )
Etapa Il - Sincronizacao do estro
Retirada CIDR P: + Inicio
eCG
cIIDR NF ¢ | g ] & | %’TMT
I el T it
\ D-21 s D8 D7 D6 Do )
@Il - Formacgao dos grupos experimentais e tratamentos \
o cartrote) > =
D D1 D2 D3 D2 Dg D& D7
Dfs | Dles 1 DF | Dles |
G1[DES 48h)
| 1 1 | | ! | o s
DO D1 D2 D3 D4 DS D6 D7
( 'L I I ot I e l
G2 (DES 72h
I 1 1 1 1 1 T  Fein
Do D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7
IMPLANTE DE DESLORELINA
G3 {Implante)| |
l ’

n=>6
\ DO D7 /

Etapa IV- Pos-tratamento: Monitoramento por US até Ovulagdo.
Foi realizado coleta de plasma 6 dias apos ovulacdo

FIGURA 1 — Representacao esquematica das etapas experimentais
US (Exame ultrassonografico a cada 12 horas)
P, (Coleta de sangue para quantificacdo de progesterona)
C (Deteccéo do cio a cada 12 horas — “rufiacdo” e exame ultrassonografico)
Des (100ug de deslorelina intramuscular)
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4.3. Metodologias

4.3.1. Administracé@o continuada de deslorelina injetavel

Para administracao injetavel de deslorelina foi utilizado 0,4 mL do
farmaco Sincrorrelin® da Ourofino (S&8o Paulo; Brasil), que apresenta a

concentragéo de 250ug/mL.

Por uma questado de padronizacdo, as aplicagcdes foram feitas por via

intramuscular entre os musculos semitendinoso e semimembranoso.

Previamente a aplicacdo foi realizada antissepsia do local com

iodopovidine topico.

4.3.2. Aplicacdo e remogao dos implantes

Nos animais do G3 (Implante), por padronizacdo os implantes contendo
4,7mg de deslorelina (Suprelorin®; Virbac; USA), foram inseridos no tecido
subcutaneo da regido auricular esquerda (face convexa da base da cartilagem
conchal) utilizando-se aplicador apropriado (Fig.2).

Previamente a insercédo do implante, foi feita na regido uma pequena area
de tricotomia, antissepsia com lodopovidine tépico e anestesia local com
lidocaina a 2%. Para a remocdo do implante, os mesmos cuidados foram
adotados, sendo realizada uma pequena incisédo de pele sobre o dispositivo
implantado para sua completa remocao, prevenindo-se sua fragmentacao. Foi
realizada a sutura de pele por um ponto simples com fio de nylon cirargico (2-0,
agulhado). Cuidados usuais de curativo da regido foram realizados até a plena

cicatrizagao.
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FIGURA 2 - A) Dispositivo de implante de deslorelina. 1) Seringa de aplicagéo, 2)
Corpo do implante de 4,7mg e 3) Aplicador agulhado. B) Agulha 40x12
para comparagao.

4.3.3. Deteccdo do comportamento estral

Diariamente, a cada 12 horas, em pequenos grupos, todas as ovelhas
foram submetidas a identificacdo do cio, pela observacdo de eventuais

manifestacdes estrais a proximidade de “rufides”, clinicamente higidos.

4.3.4. Acompanhamento da atividade ovariana

1 - Procedimentos

O acompanhamento foi realizado utilizando-se ultrassonografia modo — B
(Prosound 2 VET; Aloka Co. Ltda; Japéo) equipado com transdutor linear 7,5
MHz (Modelo UST-660-7.5; Aloka Co. Ltda; Japao) desenvolvido para exame
transretal de prostata em humanos, mas validado para o presente estudo em
ovinos (SCHRICK et al.,, 1993). As ovelhas, adequadamente contidas em
estacdo, tiveram sua ampola retal esvaziada em seu conteudo fecal e
preenchida por mucilagem composta por uma solugdo aquosa de
carboximetilcelulose, com o intuito de aumentar o contato do transdutor com a
mucosa retal, permitindo a adequada formacdo da imagem durante o exame

ultrassonogréfico.
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O transdutor foi introduzido no reto até a deteccdo da bexiga urinaria e
Utero, a visualizacdo dos ovarios era obtida rotacionando o transdutor

lateralmente, e quando necessario a imagem era gravada.

As imagens obtidas dos ovarios foram desenhadas em esquemas
bidimensionais, e os dados da mensuracdo das estruturas foram mapeados
(Anexo 3) de maneira a permitir a identificagdo e acompanhamento das

estruturas durante os dias subsequentes.

A andlise retrospectiva do acompanhamento individualizado dos foliculos
em ambos os ovarios em conjunto permitiu o estabelecimento do padrdo de

crescimento folicular durante as etapas.

Ao fim de cada exame, os animais receberam alimentacdo concentrada

para produzir estimulo positivo ao seu condicionamento.

2- Critérios utilizados na avaliacéo ultrassonogréfica

a) Critérios para a classificacao dos foliculos

Apés a determinacdo do diametro, pela média de duas medidas, os

foliculos foram agrupados em trés classes como se segue:

e Foliculo pequeno com diametro de 2 a 2,9mm,
e Foliculo médio com diametro de 3 a 4,4mm
e Foliculo grande com diametro 24,5mm

b) Constatacéo da ovulacao

A confirmacgéo da ovulacao foi estabelecida através do acompanhamento
da evolucado final do foliculo em exames consecutivos, considerando como
ovulacdo a ndo constatacdo do foliculo pré-ovulatério no exame subsequente

com posterior visualizacdo do CL na regido correspondente do mesmo ovario.
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c) Caracterizacédo da supressao do crescimento folicular

A supressao do crescimento folicular apos o tratamento foi evidenciada na
populacdo de foliculos médios e grandes, pela ocorréncia de ovulagéo,

luteinizac&o ou atresia.

A luteinizagdo foi caracterizada pelo desenvolvimento anormal, acima de
10 mm de diametro, do maior foliculo, sendo seu conteudo preenchido
gradativamente por trabéculas e finalizando com formagdo de estrutura

hiperecoica similar ao CL.

Atresia folicular foi marcada pela estagnagdo temporaria no
desenvolvimento de um determinado foliculo com diminuigdo subsequente de

seu diametro, até seu completo desaparecimento.
d) Retorno do crescimento folicular e da atividade ciclica pos-tratamento

O retorno do crescimento folicular foi caracterizado, naquelas ovelhas que
possuiam foliculos ovarianos pequenos ao final do tratamento, pelo
reaparecimento de foliculos médios com didmetro entre 3 a 4,5mm e naquelas
sem nenhum foliculo ovariano ao final do tratamento pela constatacdo do

primeiro foliculo maior que 2 mm de didmetro.

O retorno da ciclicidade apés a retomada do crescimento folicular foi
estabelecido pela ocorréncia de manifestacdes estrais a proximidade dos
“rufides” e constatacdo da primeira ovulacdo, com confirmacdo da

funcionalidade do CL, pela quantificacdo da progesterona seis dias poés-

ovulacgéo.
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3 - Momentos das avaliacOes da atividade ovariana

A localizacéo dos CL, como estrutura hiperecoica em relacdo ao estroma

ovariano, foi realizada aos primeiros exames ultrassonograficos para:

a)

b)

d)

Constatacéo da ciclicidade na Etapa | de Selecao dos animais.

No sexto dia apGs o desaparecimento do foliculo pré-ovulatério (FPO)
para constatacdo das ovulacgdes sincronizadas (inicio da Etapa III).
Durante a Etapa lll, para a constatacdo do efeito dos tratamentos
sobre a ocorréncia de ovulacdes ou luteinizacao de foliculos.

No final da Etapa IV, para a comprovacdo do retorno a atividade

ciclica.

O acompanhamento do crescimento folicular foi feito nos momentos:

a)

b)

d)

Etapa I: os exames foram realizados duas vezes ao dia para
constatacao da ciclicidade.

Etapa II: duas vezes ao dia para 0 monitoramento da resposta
ovariana aos procedimentos de sincronizagao.

Etapa Ill: um exame diério realizado para a constatacao dos efeitos de
supresséao do crescimento folicular.

Etapa IV: apés o término dos tratamentos, uma vez ao dia até
constatacdo de pelo menos um foliculo 24,5mm, passando-se entéo a
dois exames diarios até constatacdo da ovulagéo.

4.3.5. Confirmacéo da funcionalidade do corpo luteo

A confirmacdo da funcionalidade do corpo liuteo foi dada através de

guantificacdo de progesterona no plasma sanguineo nos momentos citados

anteriormente.
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As amostras de sangue foram obtidas por venopuncéo jugular, em tubos
a vacuo contendo EDTA K2 jateado na parede interna, mantidos sob-
refrigeracao até a centrifugacao (1200xg/10 minutos). O plasma foi mantido sob
congelacdo a 20°C negativos até o momento da quantificagcdo hormonal. As
qguantificacbes de progesterona foram realizadas no Laboratério de
Endocrinologia do Departamento de Reproducdo Animal e Radiologia
Veterinaria da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade
Estadual Paulista (UNESP - SP), utilizando kits comerciais de elevada
especificidade para progesterona em fase sélida (RIA Progesterone; Beckman
Coulter; Praga) e contador gama automatizado (Automatic Gamma Counter

Perkin EImer Wizard 1470; USA) sendo os dados expressos em ng/mL.

Valores de progesterona iguais ou superiores a 1 ng/mL foram

considerados indicativos de atividade luteal.
4.4. Andlise estatistica

Os dados foram submetidos ao teste de normalidade Kolmogorov-
Smirnov, e por ndo apresentarem normalidade, optou-se por realizar a analise
estatistica pelo teste ndo-paramétrico Kruskal-Wallis, seguido do teste de Dunn
para as comparacdes das médias, estabelecendo como nivel de significancia
a=0,05. Empregou-se o programa GraphPad Prism®, versdo 5.03 para

Windows.

5. RESULTADOS
A totalidade dos animais (100%) utilizados no experimento (n=22)

respondeu ao protocolo de sincronizagéo da ovulacdo empregado, sendo que
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todos apresentaram niveis de progesterona acima de 1 ng/mL poés-ovulagéo. A

resposta ao protocolo de sincronizacdo do estro esta demonstrada na Tab.1.

TABELA 1 - Percentual de resposta (Total) das ovelhas Bergamacia ao protocolo de
sincronizac&o pelo emprego do dispositivo intravaginal Eazi-Breed CIDR®, de segundo uso, por
12 dias e administracéo de 350Ul de eCG.

Horas apoés retirada do dispositivo

R t
esposta 48 60 96 120

% Cio 60,9 (60,9) 39,1 (100) 0,0 (100) 0,0 (100)

% Ovulacdo 0,0 (0,0) 54,0 (54,0) 29,9 (83,9) 16,1 (100)

N&o foram constatadas reacdes adversas nos locais de colocagcdo dos
implantes e de aplicacdes de acetato de deslorelina.

A Fig.3 tem por finalidade demonstrar, o efeito supressivo nas classes de
foliculos médios e grandes, nos grupos experimentais, no qual o dia zero (DO)
representa a verificacdo ultrassonografica antes do inicio do tratamento e do
dia um (D1) em diante corresponde aos dias subsequentes terminando até o
término do tratamento (D7). A populacao folicular foi comparada por classe
dentro do mesmo grupo e entre os grupos durante o periodo de tratamento
com deslorelina. O GO (Controle) ndo apresentou diferenca (p>0,05) entre as
classes de foliculos ao longo do tratamento sendo que devido ao tempo
decorrido pés-sincroniza¢do ndo se conseguiu caracterizar o padrdo de ondas.
Paro o G1 (DES 48h), ndao houve diferenca na classe de foliculos pequenos,
porém com diferenca (p<0,05) na classe de foliculos médios ao longo do
tratamento a partir do D6 em relagcdo ao DO e para a classe de foliculos
grandes houve diferenca no D2, quando comparado aos demais dias atribuida
as ovulagbes ocorridas durante o tratamento. Para o G2 (DES 72h) ndo houve
diferenca nas classes de foliculos pequenos, médios e grandes. Para o G3

(Implante) ndo houve diferenca na populacdo de pequenos foliculos ao longo
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695 do tratamento, na classe de foliculos médios houve diferenca no D3 e no D7
696 em relacdo ao DO, na classe de foliculos grandes nao houve diferenca ao longo

697 do tratamento.
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Distintas letras mindsculas (a, b) indicam diferencga (p<0,05) na classe de foliculos pequenos do mesmo grupo.
Distintas letras mailsculas (A, B) indicam diferenga (p<0,05) na classe de foliculos médios do mesmo grupo.

Distintas letras gregas (a, B) indicam diferenga (p<0,05) na classe de foliculos grandes do mesmo grupo.

Distintas letras mindsculas (x, y) indicam diferenca (p<0,05) na classe de foliculos pequenos entre os diferentes grupos.
Distintas letras mailsculas (X,Y) indicam diferenca (p<0,05) na classe dos foliculos médios entre os diferentes grupos
Distintas letras gregas (9, A) indicam diferenca (p<0,05) na classe dos foliculos grandes entre os diferentes grupos.

FIGURA 3 - Numero médio de foliculos nos grupos experimentais GO (Controle; n=5), G1 (DES
48h; n=6), G2 (DES 72h; n=5) e G3 (Implante; n=6), distribuidos nas classes pequenos (2 a 2,9
mm), médios (3 a 4,4mm) e grandes (24,5mm) nos sete dias em que ocorreram os tratamentos em
ovelhas Bergamacia.

Quando comparada as classes de foliculo entre os grupos e entre dia de
tratamento, o DO ndo diferiu (p>0,05) entre os grupos, demonstrando a eficacia
da sincronizacdo, pois 0S grupos encontravam-se em mesma fase de

crescimento folicular.
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Comparando a classe de foliculos pequenos entre os grupos, houve
diferenca (p<0,05) no D4 entre o GO (Controle) e o G1(DES 48h) (1,6+0,81 vs
0,16+0,40) e entre o GO (Controle) e o G3(Implante) (1,6 + 0,81 vs 0 £ 0) e no
D6 entre o GO (Controle) e o G3 (Implante) (1,5 + 0,83 vs 0,14 £ 0,40)

Comparando a classe de foliculos médios entre os grupos ao longo do
tratamento foi encontrada diferenca entre o GO (Controle) com os demais
grupos a partir do D6, atribuida aos efeitos supressivos dos tratamentos sobre
o crescimento folicular. Nado houve diferenca entre o G1 (DES 48h), G2 (DES
72h) e G3 (Implante).

Comparando a classe de foliculos grandes houve diferenca entre o GO
(Controle) e 0 G1 (DES 48h) somente no D4 (0,83 + 0,75 vs 0 + 0), entre 0 GO
(Controle) e o G2 (DES 72h) somente no D4 (0,83 £ 0,75 vs 0 £ 0). Essa
diferenca foi atribuida a ocorréncia de ovulacdes apdés a administracdo do
acetato de deslorelina. Nao havendo diferenca entre o GO (Controle) e o G3
(Implante) para esta classe de foliculo.

No G1 (DES 48h) pode-se observar auséncia de foliculos médios a partir
do D6 e de foliculos grandes a partir do D3. No G2 (DES 72h) observou-se
auséncia de foliculos médios no D7 e de foliculos grandes a partir do D4. Para
o0 G3 (Implante) constatou-se auséncia de foliculos médios e grandes no D7.
Entretanto, ndo foi possivel a comprovacao desses achados atribuindo-os aos
efeitos dos tratamentos, devido ao baixo numero de foliculos que compuseram
a andlise estatistica.

Para melhor demonstrar o efeito supressivo sobre o crescimento folicular
ao longo dos sete dias de tratamento com acetato de deslorelina, as classes de

foliculos médios (3 a 4,4mm) e grandes (=4,5mm) foram agrupadas (Fig.4).



743
744
745

746

728

749
750
751
752
753
754
755
756

757
758
759
760
761
762
763
764

765

33

O GO (Controle) diferiu dos demais grupos nos momentos D4 em diante
para o G1 (DES 48h) e a partir do D5 para o G2 (DES 72h) e G3 (Implante).
Do D6 em diante ndo foram observados foliculos maiores que 2,9mm no

G1 (DES 48h) e no D7 nos grupos G2 (DES 72h) e G3 (Implante).

BGO(Controle) M G1(DES48h) MG2(DES72h) G3(Implante)
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Distintas letras mindsculas (a,b) indicam diferenga na populagdo de foliculos durantes os dias no G1(DES 48h)
(P<0,05)
Diferenca (P<0,05) na populagao de foliculos entre os grupos durante os dias so indicados por (*)

FIGURA 4 - Numero médio e erro padrdo da somatoria de foliculos médios (3 a 4,4mm) e
grandes (=4,5mm) nos grupos GO (Controle), G1 (DES 48h), G2 (DES 72h) e G3 (Implante),
distribuidos ao longo dos sete dias de tratamento com acetato de deslorelina em ovelhas
Bergaméacia.

No G1 (DES 48h) a soma das classes de foliculos médios e grandes
diferenciou do D6 em diante em relacdo ao DO, evidenciando-se decréscimo,
da populacao folicular em decorréncia do tratamento com quatro aplicagdes de
deslorelina, intervaladas de 48 horas.

Ao longo do tratamento em duas ovelhas do G1 (DES 48h), uma do G2
(DES 72h) e trés do G3 (Implante) o crescimento folicular foi interrompido
totalmente ndo sendo observado nenhum foliculo no D7.

A Tab.2 demonstra o comportamento ovariano das ovelhas ap6s o inicio

do tratamento. Foram observadas trés respostas diferentes, a qual 47,06% (8)
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animais apresentaram ovulacdes, 29,41% (5) apresentaram luteinizacdo e
23,53% (4) ovelhas os foliculos regrediram e ndo cresceram ao decorrer do

experimento. No GO (controle) nao foi observado nenhum desses fenémenos.

TABELA 2 - Resposta ovariana, apoés inicio dos tratamentos com acetato de deslorelina
durante e apés 48 horas nos grupos, G1 (DES 48h), G2 (DES 72h) e G3 (Implante) em
relacdo as ovulagOes, luteinizacdes e atresias ocorrida nos foliculos de ovelhas Bergamacia
atribiuidas ao efeito do farmaco.

G1 (DES 48h) G2 (DES 72h) G3 (implante) TOTAL
Resposta

24h 48h >48h  24h 48h >48h  24h 48h >48h n %
Ovulacdes 1 0 3 1 0 1 0 1 1 8 47,1
Luteinizacbes 0 O 2 0O O 1 O 0 2 5 294
Atresias 0O O 0 0O O 2 0 1 1 4 23,6

Em GO (Controle) nenhuma ocorréncia de ovulacéo, luteinizagédo ou atresia.
Na Tab.3 sdo apresentados os tempos decorridos para supressao dos
foliculos médios e grandes e retorno do crescimento folicular, ndo havendo

diferenca (p>0,05) entre os grupos de tratamentos.

TABELA 3 - Tempo médio * desvio padrdao em dias nos grupos G1 (DES 48h), G2 (DES 72h) e
G3 (Implante) para a Supressao dos foliculos médios e grandes e o tempo do retorno do
crescimento folicular apés a interrupcéo do tratamento com acetado de deslorelina.

Grupo Supressao Fol. Médio e Grandes Retorno crescimento folicular
Tempo (dia) N° / Total* Tempo (dia) N°/ Total*

G1 (DES 48h) 4+1,09 6/6 3,8+0,8 6/6

G2 (DES 72h) 4,242,2 5/5 2,4+0,5 5/5

G3 (Implante) 4,1+1,8 6/6 3,312,0 6/6

*NUmero total de animais por subgrupos.
No GO (Controle) ndo ocorreu supressao folicular
(P>0,05)

Na Tab.4 sdo apresentados os tempos decorridos entre o retorno do
crescimento folicular e ocorréncia de ovulagéao e o tempo entre a interrupgéo do
tratamento e a ocorréncia da ovulacdo, ndo havendo diferenca (p>0,05) entre

0S grupos tratamentos.
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TABELA 4 - Tempo médio * desvio padrdo em dias dos grupos G1 (DES 48h), G2 (DES 72h) e
G3 (Implante) para ocorréncia das ovulagdes (Ovulacdo relacionada com retorno do
crescimento folicular e ovulacéo relacionada com a interrup¢éo do tratamento).

Grupo Ret. Do Interrupcdo do N° Ovulacdo/ N°
crescimento*/ovulagao Trat/ovulacao Total
G1 (DES 48h) 8,1+2,9 12+3,5 6/6
G2 (DES 72h) 8,4+3,5 10+3,4 5/5
G3 (Implante) 9,0+1,6 1243,2 6/6

*Retorno do crescimento folicular.
No GO (Controle) como ndo ocorreu supressao folicular ndo foi analisado o retorno do crescimento folicular.

(P>0,05)

A Fig.5 demonstra a duragéo do ciclo estral dos animais entre a ovulagao
ocorrida devido a sincronizacdo e a ovulacdo ap0s o tratamento. Ocorre um
aumento da duracéo do ciclo em todos 0s grupos tratamento em relacdo ao
grupo controle, porém sé houve diferenca (p<0,05) no G1 (DES 48h) em

relacédo ao GO (Controle).

Duracaodo ciclo

b ab ab
a I I I
0 ! I

GO (controle) G1 (DES 48h) G2 (DES 72h) G3 (Implante)

N W
wnwn O

N
o

Média dos Dias
— —
o (9]

(%))

Distintas letras minUsculas (a, b) indicam diferenca (P<0,05) entre os grupos.

FIGURA 5: Duracdo do ciclo estral, em dias (Média), das ovelhas divididas nos
grupos GO (Controle), G1 (DES 48h), G2 (DES 72h) e G3 (Implante), os dias
compreendem o tempo entre a ovulacdo ocorrida no protocolo de sincronizagéo e a
ovulacédo ocorrida apés o término dos tratamentos.
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6. DISCUSSAO

O protocolo utilizado para a sincronizacdo foi 100% eficaz como
demonstrado na Tab.1 Isso também foi descrito no trabalho de Oliveira (2011),
onde foram utilizados dispositivos de segundo uso em um protocolo de 14 dias.

Rubianes e colaboladores (1998), também utilizaram dispositivos de
segundo uso em protocolos de sincronizacdo semelhante ao do presente
trabalho, em cabras, quando os dispositivos foram retirados foi administrado
uma dose Unica de eCG. Foi observado cio em 100% dos animais 48 horas
apos a retirada dos dispositivos.

N&o foram constatadas reacdes adversas nos locais de colocagcdo dos
implantes e de aplicacfes de acetato de deslorelina, apesar de haver relato na
literatura (GUNGOR et al, 2007). Tanto os implantes quanto a deslorelina
injetavel podem ser utilizados com seguranca.

No G3 (Implante), As remocdes, apesar da fragmentacédo do dispositivo,
foram realizadas sem dificuldades e sem problemas para a cicatrizacdo apés a
remocgé&o, semelhante ao relatado em outros trabalhos (LEITE, 2012).

Os implantes foram aplicados na orelha, porém ha relatos do uso no
pescoco em ovelhas (GUNGOR et al., 2007) e gatas (ACKERMANN, 2012),
nao sendo relatado a fragmentacao do implante.

No presente trabalho, o uso do acetado de deslorelina promoveu
supressao dos foliculos médios e grandes em todas as ovelhas, tanto na forma
de implante quanto na forma injetavel, podendo ser observado na Fig.3 e Fig.4
o decréscimo das classes de foliculos com o passar do tempo sob a influéncia
do acetado de deslorelina. Achados semelhantes foram encontrados no

trabalho de Leite e colaboradores (2012).
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Na Fig.3 no G1 (DES 48h) e no G3 (Implante) sao constatados diferencas
(p<0,05) na classe de foliculos médios durante os dias, D6 e D7
respectivamente, e na classe de foliculos grandes é constatado diferenca
somente no D2 no G1 (DES 48h) que é atribuido as ovulacdes, essas
observagbes ndo ocorrem em nenhuma classe de foliculos no G2 (DES 72h).
Essas diferencas no G2 (DES 72h) podem ser atribuidas as aplicacfes serem
feitas a cada 72 horas (trés aplicacdes) ocorrendo uma resposta menos
uniforme devido a um menor estimulo hormonal nesse grupo de ovelhas em
relacdo aos demais.

Apesar de em todos os grupos tratamento os foliculos médios e grandes
chegarem a zero na fig.3, s6 & demonstrado isso estatisticamente na classe
dos foliculos médios que diferem do GO (Controle) do D6 em diante, devido ao
baixo numero de foliculos que compuseram a analise estatistica.

Para melhor demonstrar o efeito supressivo sobre o crescimento folicular
ao longo dos sete dias de tratamento com acetato de deslorelina, as classes de
foliculos médios (3 a 4,5mm) e grandes (24,5mm), que sdo as classes de
foliculos alvo do trabalho, foram agrupadas (Fig.4).

Com isso a diferenca (p<0,05) aparece no D4 para o G1 (Des 48h) e no
D5 para o G2 (DES 72h) e G3 (Implante) em relacdo ao GO (Controle).
Somente o G1 (DES 48h) demonstrou diferenca na soma de foliculos médios e
grandes ao longo dos dias quando comparado com ele mesmo, demonstrando
um comportamento melhor e mais homogéneo que o0s demais grupos,
sugerindo um melhor efeito supressivo desse tratamento. O menor intervalo de
aplicacdo nesse grupo provavelmente esta promovendo um estimulo melhor e

mais uniforme que nos demais grupos. Como demonstrado em outros trabalhos
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com bovinos o aumento da concentracdo do agonista promove uma resposta
mais rapida (D’OCCHIO et al., 2000)

No presente estudo a acdo da deslorelina, além da atresia folicular, foi
promover ovulacdes e luteinizacdes de foliculos classificados como médios e
grandes. A ovulacéo de foliculos médios e grandes pode ser explicada porque
os foliculos potencialmente ovulatérios, sdo aqueles que adquirem receptores
de LH e secretam grandes quantidades de estradiol sendo capaz de ovular
dado o ambiente enddcrino de estradiol alto, progesterona baixa e alta
frequéncia do pulso de LH (SCARAMUZZI et al., 2011), o que foi promovido
inicialmente com o tratamento. Com isso evidenciou-se o0 alto potencial do
acetato de deslorelina em promover ovulagdes em foliculos médios e grandes.
Resultado semelhante foi obtido em 14 novilhas, a qual 11 tiveram ovulacdes
dentro de 2 a 3 dias ap0s o inicio do tratamento com aumento significativo nas
concentracdes séricas de progesterona detectado dois dias mais tarde (GONG
et al., 1995)

No tratamento crdénico com agonistas do GnRH a primeira caracteristica é
um imediato aumento nas concentracdes plasmaticas de gonadotrofinas,
estimulando o crescimento folicular e inducdo da ovulacdo (D’OOCHIO et al.,
2000; WEI et al., 2012).

O tratamento promoveu o0 aumento de estruturas luteas dos grupos
tratamentos em relagdo ao GO (Controle)

Em bovinos autores relataram o efeito supressivo do acetato de
deslorelina. Estudo realizado com novilhas mesticas de Zebu com implantes
contendo quantidades crescentes de deslorelina suprimiram o crescimento

folicular ovariano, ovulacao e concepcdo de modo dose-dependente por até 12
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meses. As novilhas tinham aproximadamente 26 meses de idade e com ciclos
regulares no momento da implantacdo do acetato de deslorelina. Apos dois
meses de tratamento, o crescimento folicular na maioria das novilhas foram
restrito a < 5mm (D'OCCHIO et al., 2000).

Padula e Macmillan (2005) estudaram o efeito da deslorelina injetavel em
26 vacas holandesas néo lactantes e concluiram que repetidas aplicacbes de
deslorelina alteram significativamente a proporcdo de vacas com ciclos
anormais variando entre anestro e ciclos indistinguiveis do normal.

Foi demonstrado que o efeito supressivo da atividade folicular ovariana,
em tratamentos a longo prazo com o agonista do GnRH, € devido a
insuficiéncia da gonadotrofina, em vez da acao direta do agonista nos ovarios
(D’OCCHIO et al., 1997), pois a exposicao prolongada conduz a uma fase
cronica durante a qual a secrecdo pulsatil de LH é bloqueada (D’OCCHIO &
ASPDEN, 1996). A falta de secrecao pulsétil de LH, e provavelmente FSH, é
mantida durante o tempo que agonista de GnRH esta presente na circulagéo, a
uma concentragdo limiar (D’OCCHIO & ASPDEN, 1996) e como consequéncia
a falta de gonadotrofinas inibe o desenvolvimento folicular (PADULA et al.,
2005). O fato de os tratamentos serem realizados de forma aguda (sete dias)
no presente estudo impossibilita observar esse evento e ocorre um retorno
mais rapido da atividade ciclica porque na maioria das ovelhas foi observada a
presenca de foliculos pequenos ao final do tratamento.

Quanto ao retorno do crescimento folicular ndo foi observada diferencga
entre os grupos tratamentos como demonstrado na Tab.3, diferente do ocorrido

no trabalho de Leite e colaboladores (2012)
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Quando observou-se o intervalo entre o retorno do crescimento folicular e
a ovulacdo em todos 0s grupos, pode-se ver que é exatamente o intervalo de
uma onda e nao ha diferenca entre os tratamentos (Tab.4). Entdo o acetato de
deslorelina promoveu a supressao folicular e sincronizou o inicio de uma nova
onda. Takada e colaboradores (2004) utilizaram estrogeno na tentativa de
provocar atresia dos foliculos e sincronizar uma nova onda. As doses
empregadas (0,1 a 0,3mg) na colocacdo da esponja de progesterona nao
provocou a atresia dos foliculos pequenos e nao interferiu no crescimento e no
didmetro do foliculo maior, o foliculo continuou crescendo normalmente, a
emergéncia de uma nova onda de crescimento folicular néo foi sincronizada.

Todos os animais responderam positivamente aos rufides no retorno a
ciclicidade.

No trabalho de Leite e colaboradores (2012) quanto mais tempo 0s
animais ficaram com os implantes de deslorelina mais esse animais
demoraram em ovular apés a sua retirada.

O anestro provocado pelo acetado de deslorelina pode ser mais rigoroso
gue o anestro estacional, porque durante todo o anestro em ovelhas ha
desenvolvimento folicular (BARTLEWSKI et al.,, 1998). O que difere nesse
estudo, onde apdés um tempo de tratamento néo foi observado foliculos maiores
que 2mm.

Tem-se sugerido que quando o primeiro pico pré-ovulatério de LH é
induzido, os grandes foliculos nem sempre estdo maduros a ponto de
desenvolver um corpo lateo normal (HUNTER, 1991). No presente trabalho

isso ndo foi observado, em todos os animais foram feitas andlises para
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guantificacdo de progesterona apos a primeira ovulacdo e foram obtidos
resultados acima de 1 ng/mL.

O retorno da ciclicidade em ovinos pode ser fértil, em bovinos
pesquisadores utilizaram implantes com diferentes doses de acetato de
deslorelina e ao retirar os implantes e acasalar as novilhas, a maioria estava
prenhe no prazo de 60 dias (DOCHHIO et al., 2000).

O presente estudo prova o efeito supressivo do acetato de deslorelina.
Autores relatam a idéia de que o tratamento superestimulatério iniciado na
auséncia de foliculos dominantes resulta no melhor recrutamento folicular,
taxas de ovulacéo e producéo de embrides em ovinos (RUBIANES et al 1997;
GONZALEZ-BULNES et al., 2002; D’'OCCHIO et al., 2013).

Com isso existe a hipétese de que se os achados encontrados no
presente estudo forem aliados com a utlizagdo dos protocolos de
superovulacdo, aumentara a sua eficiéncia, por fornecer o momento ideal para
a atuacédo do FSH exdgeno.

Em ovelhas o tratamento com agonista do GnRH aumenta
significativamente o numero de foliculos pequenos e consequentemente
melhora resposta da superestimulagcdo ovariana ao fazer a supressao de
foliculos médios e grandes, melhora a resposta ovulatéria e aumenta a
guantidade sem afetar a qualidade dos embribes transferiveis por ovelha
(GHARBI et al., 2012). O aumento no numero de foliculos menores pode ser
atribuido a supressao de foliculos maiores que 4mm e por consequéncia uma
diminuic&o nos niveis de inibina A (GONZALES-BULNES et al., 2005).

Baseado nos resultados obtidos o momento ideal para o inicio da

superovulacdo no G1(DES 48h) seria no sexto dia de tratamento e no G2 (DES
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72h) e G3 (Implante) o no sétimo dia, por ndo haver presenca de foliculos
médios e grandes (Fig.4).

7. CONCLUSOES.

Tanto o implante subcutaneo de liberacdo continuada de acetato de
deslorelina, quanto as aplicacdes seriadas promovem a supressdao do
crescimento folicular ovariano, pela ocorréncia de ovulacao, luteinizacdo ou
atresia dos foliculos médios e grandes com aumento do numero de estrutura

|Gteas.

A supressédo ocorre de forma mais homogénea com quatro aplicacdes

intervaladas de 48 horas

As trés aplicagOes intervaladas de 72 horas promovem a supresséo
folicular, porém a maior parte dos foliculos entram em atresia provocando uma

resposta mais tardia e menos homogénea.

ApOs a suspensdo do tratamento com deslorrelina ocorre sincronizagéo
de uma nova onda de crescimento folicular que resulta em ovulagbes e
formacdo de CL funcional. Ndo ha diferenca entre os tratamentos quanto aos

tempos de retorno do crescimento folicular e ocorréncia de ovulagao.
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RESUMO.

O objetivo do trabalho foi promover supresséo do crescimento folicular
em ovelhas utilizando implantes com acetato de deslorelina (Suprelorin® 4,7mg
— Virbac - USA) e na forma injetavel (Sincrorrelin®; 250ug/mL - Ourofino, Sao
Paulo; Brasil) comparando a eficiéncia dos tratamentos. 22 ovelhas da raca
Bergamacia tiveram o estro induzido pelo emprego de dispositivo intravaginal
Eazi-Breed CIDR®, (0,33g de progesterona) de segundo uso, por 12 dias e
administracdo Unica, pela via intramuscular, de 350Ul de eCG (Novormon®
Intervet Schering-Plough, S&o Paulo, Brasil) concomitantemente a retirada do
dispositivo. Amostras de sangue foram coletadas para confirmacdo da
ovulacdo por mensuracao de progesterona no plasma sanguineo. As ovelhas
foram entdo divididos em quatro grupos: GO (Controle): animais sem
tratamento; G1 (DES 48h); animais submetidos a aplica¢des intramusculares
de 100upg de deslorelina a cada 48 horas durante sete dias; G2 (DES 72h):
animais submetidos a aplicacdes intramusculares de 100ug de deslorelina a
cada 72 horas durante sete dias; e G3 (Implante): animais com implante
subcutéaneo contendo 4,7mg de deslorelina que permaneceu por sete dias.
Durante os sete dias de experimento, os animais, uma vez ao dia, foram
monitorados por ultrassonografia para estabelecer a supressao folicular. No G1
(DES 48h) a supressédo folicular ocorreu no D6 quando ndo observamos
foliculos maiores que 2mm de didmetro e nos grupos G2 (DES 72h) e G3
(Implante) no D7. Foram observadas trés respostas diferente ao tratamento
sendo que na maioria dos animais (n=8) ocorreram ovulacbes de foliculos
médios e grandes. Quando somada a populacéo de foliculos médios e grandes
0 G1(DES 48h) difere entre os dias do D6 em diante e em relagédo ao DO e em
relacdo ao GO (Controle) do D4 em diante e o0 G2 (DES 72h) e G3 (Implante)
difere do GO (Controle) do D5 em diante. Evidenciando o decréscimo dos
foliculos médios e grandes em decorréncia da permanéncia do tratamento com
deslorelina. Em todos os tratamentos a deslorelina exerceu efeito de supressao
temporaria de crescimento folicular ndo havendo influéncia da forma de
administracao (p>0,05) sobre o tempo de retorno da atividade ovariana, que

em média ocorreu com 12 dias.



57

Palavras-chaves: Dinamica folicular; Hormonio liberador de
gonadotrofina; Dowregulation; Reproducdo ovina; Biotecnologia animal;
Acetato de deslorelina.
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ABSTRACT

The objective was study the temporary suppression of ovarian follicular growth
in ewe utilizing deslorelin implants (Suprelorin® 4,7mg — Virbac - USA) and
injectable form (Sincrorrelin®; 250ug/mL - Ourofino, Sao Paulo; Brasil)
comparing the efficiency of treatments. 22 Bergamacia ewes had the estrus
synchronized with intravaginal device Eazi-Breed CIDR® (0.33g progesterone)
for 12 days and a single intramuscular injection, of 350Ul eCG (Novormon®
Intervet Schering-Plough, S&o Paulo, Brasil) concurrently with the removal of
the device. Blood samples were collected for confirmation of ovulation and
cyclicality by measuring plasma progesterone. Ewes was then randomly divided
into four groups: GO (Control): untreated animals; G1 (DES 48h); animals with
100ug deslorelin (IM) every 48 hours for seven days; G2 (DES 72h) animals
with 100ug deslorelin (IM) every 72 hours for seven days; and G3 (implant):
animals with subcutaneous implant containing 4.7 mg deslorelin which
remained for seven days. During the specific treatment period of each group
(seven days), the animals ovaries was monitored by ultrasound once a day to
establish the suppression of follicular growth. In G1 (DES 48h) follicular
suppression occurred in the D6 when not observe follicles larger than 2,9 mm in
diameter and G2 (DES 72h) and G3 (Implant) in D7. Three different responses
to treatment was observed with the majority of animals (n = 8) occurred
ovulation of medium and large follicles. When coupled population of medium
and large follicles G1 (DES 48h) differs between days on D6 relative to DO and
relative to GO (Control) on D4, G2 (DES 72h) and G3 (Implant) differs from GO
(Control) on D5. Evidencing a decrease in medium and large follicles as a result
of permanence of the treatment with deslorelin. In all subgroups the deslorelin
played the suppression of follicular growth and there is no influence of the form
of administration (p> 0.05) on the turnaround time of ovarian activity, which on

average was 12 days.

Keywords: Follicular dynamics; Gonadotropin-releasing hormone; Down
regulation; Sheep reproduction; Animal biotechnology; Deslorelin acetate.
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1. Introducéo.

Uma limitagdo para o desenvolvimento de programas de superovulacao
e transferéncia de embrido em ovinos e caprinos é a grande variagdo na
resposta do ovario aos estimulos das gonadotrofinas. Isto ocorre porque nem
sempre é levado em conta o status de desenvolvimento folicular no inicio do
protocolo de superestimulacdo [1] Resultados mais regulares sdo obtidos ao
iniciar o tratamento na auséncia de foliculos dominantes [2].

A ablacdo de foliculos grandes € uma alternativa para melhoria da
resposta em ovelhas [3], porém requer o uso de técnica invasiva como a
laparoscopia, além de aumentar os procedimentos de manejo [1].

A utilizacdo dos analogos de GnRH, é considerado a principal alternativa
para que ocorra uma melhoria na uniformidade da resposta ovariana a
protocolos de superovulacdo em ovelhas, onde pretende-se iniciar ap0s uma
fase de quiescéncia ovariana, e que todos os foliculos crescam de forma
similar, livre da excessiva retroalimentacao negativa de estrégeno [4,5].

Visando melhorar a resposta aos protocolos de superovulacédo foi
associado o uso de agonistas e antagonistas do GnRH aos progestagenos com
0 objetivo de suprimir a liberacdo endbégena de gonadotrofinas [6]. Este
conceito também foi utilizado em outros estudos de superestimulagdo ovariana
em que foram testados pré-tratamentos com agonistas do GnRH (Busorelina)
ou com antagonista (Antarelix) nos quais 0os autores obtiveram diminuicdo dos
foliculos maiores, aumento no nimero dos foliculos menores e consequente
aumento na resposta ao FSH exdgeno em até 50% [2,7].

Em ratos [8] e mulheres [9] foi observado que apdés a administracdo
aguda ou crbnica de GnRH, ou de seus analogos, ha dessensibilizacéo ao seu
estimulo e/ou a deplecéo de LH e FSH na hipdfise.

O processo de down regulation provocado pelo GnRH e seus agonistas
promove uma dessensibiliazacdo dos receptores hipofisarios que
possivelmente ocorre devido a aceleracdo da internalizacéo e degradacéao dos
receptores de GnRH, sem que ocorra uma resposta compensatéria ou devido
ao desacoplamento dos receptores de GnRH ao seu segundo mensageiro
intracelular dentro das células gonadotréficas induzindo um efeito transitério de
insensibilidade [10,11].
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Em ovinos apés o tratamento com agonista do GnRH a resposta das
gonadotrofinas ao GnRH é totalmente abolida, confirmando a dessensibilizacéo
atribuidos ao down regulation e a interrupcdo do sistema de segundo
mensageiro [12]

O objetivo deste trabalho foi promover a supresséao de foliculos médios e
grandes em ovelhas utilizando acetato de deslorelina na forma de implantes e

na forma injetavel.

2. Materiais e Métodos

2.1. Animais e desenho experimental

O experimento foi conduzido no periodo de estacao de monta, durante a
transicdo de outono inverno, no Brasil estado de S&o Paulo latitude de 22°53.
Foram utilizadas 22 ovelhas da raca Bergamacia mantidas em regime de
confinamento durante todo o estudo. Tiveram o estro e ovulagdes
sincronizados pelo emprego de dispositivo intravaginal de liberagéo controlada
de progesterona (Eazi-Breed CIDR®; 0,33g de progesterona; Pfizer; Sdo Paulo;
Brasil), por 12 dias e administracdo Unica, pela via intramuscular, de 350Ul de
eCG (Novormon® ; Intervet Schering-Plough; S&o Paulo; Brasil)
concomitantemente a retirada do dispositivo. A ocorréncia das ovulagdes foi
monitorada por ultrassonografia, duas vezes ao dia, até que se observasse a
presenca do corpo luteo (CL) e por quantificacdo de progesterona no plasma
seis dias apés a ovulacdo. Os tratamentos foram iniciados apos esse periodo,
utilizando deslorelina injetavel com concentracéo de 250ug/mL (Sincrorrelin® da
Ourofino Séo Paulo; Brasil) e implantes contendo 4,7mg de deslorelina
(Suprelorin®; Virbac; USA).

As ovelhas foram randomicamente distribuidas entre os grupos assim
constituidos: GO (Controle) — Ovelhas (n=5) sem as aplicacbes de deslorelina
injetavel ou implante subcutdneo; G1 (DES 48h) — Ovelhas (n=6) com a
aplicacdo de 100ug de deslorelina injetavel, pela via intramuscular, em
intervalos de 48 horas durante sete dias; G2 (DES 72h) — Ovelhas (n=5) com a

aplicacdo de 100ug de deslorelina injetavel pela via intramuscular, em
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intervalos de 72 horas durante sete dias; G3 (Implante) — Ovelhas (n=6) com
implante subcutaneo contendo 4,7mg de deslorelina por sete dias.
2.2 Metodologias
2.2.1 Acompanhamento da atividade ovariana.

Durante os sete dias de tratamento foram realizados um exame ao dia
utilizando-se ultrassonografia modo — B (Prosound 2 VET,; Aloka Co. Ltda;
Japéo) equipado com transdutor linear 7,5 MHz (Modelo UST-660-7.5; Aloka
Co. Ltda; Japéo), sendo formadas imagens dos ovarios que foram desenhadas
em esquemas bidimensionais e os dados das mensuracbes mapeados de
maneira a permitir a identificacdo e acompanhamento das estruturas durante

os dias subsequentes.

2.2.2. Critérios utilizados na avaliacao ultrassonografica

a) Critérios para a classificacéo dos foliculos

Apés a determinacdo do diametro, pela média de duas medidas, os
foliculos foram agrupados em trés classes como se segue: Foliculo  pequeno
(diametro de 2 a 2,9mm), Foliculo médio (diametro de 3 a 4,4mm) e Foliculo
grande (diametro 24,5mm).

b) Caracterizacéo da supressao do crescimento folicular

A supressédo do crescimento folicular apos o tratamento foi evidenciada
na populacdo de foliculos médios e grandes, pela ocorréncia de ovulagéo,
luteinizac&@o ou atresia, sem o reaparecimento de foliculos dessas classes.

A confirmacdo da ovulacdo foi estabelecida através do
acompanhamento da evolugdo final do foliculo em exames consecutivos,
considerando como ovulagdo a ndo constatacdo do foliculo pré-ovulatério no
exame subsequente com posterior visualizaggo do CL na regido
correspondente do mesmo ovario.

A luteinizagéo foi caracterizada pelo desenvolvimento anormal, acima de
10 mm de didametro, do maior foliculo, sendo seu conteddo preenchido
gradativamente por trabéculas e finalizando com formacgdo de estrutura
hiperecoica similar ao CL.

Atresia folicular foi marcada pela estagnacdo temporaria no
desenvolvimento de um determinado foliculo com diminui¢do subsequente de

seu diametro, até seu completo desaparecimento.
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O retorno do crescimento folicular foi caracterizado naquelas ovelhas
gue possuiam foliculos ovarianos pequenos ao final do tratamento, pelo
reaparecimento de foliculos médios com diametro entre 3 a 4,4mm e naquelas
sem nenhum foliculo ovariano ao final do tratamento pela constatacdo do
primeiro foliculo maior que 2mm de diametro.

O retorno da ciclicidade apds a retomada do crescimento folicular foi
estabelecido pela ocorréncia de manifestacbes estrais e constatacdo da
primeira ovulagdo, com confirmagcdo da funcionalidade do CL, pela
guantificacédo da progesterona seis dias pos-ovulacao.

2.2.3. Confirmacao da funcionalidade do corpo luteo.

A Confirmacdo da funcionalidade do corpo IUteo foi dada através de
guantificacdo de progesterona no plasma sanguineo. As amostras de sangue
foram obtidas por venopuncéo jugular. As quantificacbes de progesterona
foram realizadas utilizando kits comerciais (RIA Progesterone; Beckman
Coutler; Praga) e contador gama automatizado (Automatic Gamma Counter
Perkin Elmer Wizard 1470; USA) sendo os dados expressos em ng/mL. Valores
de progesterona iguais ou superiores a 1 ng/mL foram considerados indicativos
de atividade luteal.

2.2.4. Analise Estatistica.

Foi realizada a analise estatistica pelo teste ndo paramétrico Kruskal-
Wallis, seguido do teste de Dunn para as comparacbes das médias,
estabelecendo como nivel de significAncia a=0,05. Empregou-se o programa
GraphPad Prism®, vers&o 5.03 para Windows.

3. Resultados.

Para demonstrar o efeito supressivo sobre o crescimento folicular ao
longo dos sete dias de tratamento com acetato de deslorelina, as classes de
foliculos médios (3 a 4,4mm) e grandes (24,5mm), classes alvo do trabalho,
foram agrupadas gerando dados de média e erro padréo (Fig.1).
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(p<0,05)
Diferenga (p<0,05) na populagéo de foliculos entre os grupos durante os dias sao indicados por (*)

FIGURA 1 - Niamero médio e erro padrdao do agrupamento de foliculos médios (3 a
4,4mm) e grandes (=4,5mm) nos grupos GO (Controle), G1 (DES 48h), G2 (DES 72h)
e G3 (Implante), distribuidos ao longo dos sete dias de tratamento com acetato de
deslorelina em ovelhas Bergamacia.

O GO (Controle) diferiu do G1 (DES 48h) nos dias D4 (1,5+0,2vs 0,2 =
0,1),Db5(1,8+0,2vs0,2+0,1), D6 (1,8 £0,2vs 0,0 £ 0,0) e D7 (1,8 £ 0,2 vs
0,0 £0,0)

Do G2 (DES 72h) no D5 (1,8 £+ 0,2vs 0,3 +0,2), D6 (1,8 +0,2vs 0,2
0,1)eD7(1,8+0,2vs0,0+0,0); e

Do G3 (Implante) no D5 (1,8 +0,2vs 0,3 +0,1), D6 (1,8 +0,2vs 0,3
0,1) e D7(1,8+0,2vs 0,0 +0,0).

No G1 (DES 48h) a soma das classes de foliculos médios e grandes
diferenciou do D6 em diante em relacdo ao DO, evidenciando-se decréscimo,
da populacao folicular em decorréncia do tratamento com quatro aplicacdes de
deslorelina, intervaladas de 48 horas.

Do D6 em diante ndo observamos foliculos médios e grandes no G1
(DES 48h) e no D7 para o0 G2 (DES 72h) e G3 (Implante).

A tab.1 demonstra o comportamento ovariano das ovelhas apés o inicio
do tratamento. Foram observadas trés respostas diferentes, a qual 47,1% das
ovelhas apresentaram ovulacdes, 29,4% apresentaram luteinizacdo e 23,6%
das ovelhas os foliculos regrediram e ndo cresceram ao decorrer do

experimento. No Grupo controle n&o foi observado nenhum desses fendmenos.
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TABELA 1 - Resposta ovariana, apos inicio dos tratamentos com acetato de deslorelina
durante e ap6s 48 horas nos grupos G1 (DES 48h), G2 (DES 72h) e G3 (Implante) em relacao
as ovulacdes, luteinizacdes e atresias ocorrida nos foliculos de ovelhas Bergamacia atribiuidas
ao efeito do farmaco.

G1 (DES 48h) G2 (DES 72h) G3 (implante) TOTAL
Resposta

24h 48h >48h 24h 48h >48h 24h 48h >48h n %
Ovulacdes 1 o 3 1 0 1 0 1 1 8 47,1
Luteinizacbes 0 0 2 0O O 1 0O O 2 5 294
Atresias 0O O O 0O O 2 0 1 1 4 23,6

Em GO (Controle) nenhuma ocorréncia de ovulacao, luteinizagéo ou atresia.

Na Tab.2 sdo apresentados os tempos decorridos para supressado dos
foliculos médios e grandes e retorno do crescimento folicular, ndo havendo

diferenca (p>0,05) entre os grupos de tratamentos.

TABELA 2: Tempo médio + desvio padrdo em dias para os grupos G1 (DES 48h), G2 (DES
72h) e G3 (Implante) para o retorno da atividade ciclica ( Supressdo dos foliculos médios e
grandes e o tempo do retorno do crescimento folicular apds a interrupcao do tratamento),
segundo tratamento com acetado de deslorelina.

Supressao Fol. Médio e Grandes  Retorno crescimento folicular

Grupo
Tempo (dia) N°/ Total* Tempo (dia) N°/ Total*
G1 (DES 48h) 4,0+£1)9 6/6 3,8+0,8 6/6
G2 (DES 72h) 4,2+2,2 5/5 2,4+0,5 5/5
G3 (Implante) 4,1+1,8 6/6 3,3x2,0 6/6

*Numero total de animais por subgrupos.
No GO (Controle) ndo ocorreu supressao folicular
(p>0,05)

Na Tab.3 sdo apresentados os tempos decorridos entre o retorno do
crescimento folicular e ocorréncia de ovulagéo e o tempo entre a interrupcao do
tratamento e a ocorréncia da ovulagcédo, ndo havendo diferenca (P>0,05) entre

0S grupos tratamento.

TABELA 3: Tempo médio + desvio padrdo em dias dos grupos G1 (DES 48h), G2 (DES 72h) e
G3 (Implante) para ocorréncia das ovulagdes (Ovulacdo relacionada com retorno do
crescimento folicular e ovulagéo relacionada com a interrupg&o do tratamento).

Grupo |Ret. Do Interrupcdo do N° Ovulagéo/ N°
crescimento*/ovulacéo Trat/ovulacao Total**
Gl |8,1+2,9 1243,5 6/6
G2 |8,4435 10+3,4 5/5
G3 |[9t1,6 1243,2 6/6

*Retorno do crescimento folicular.
** Nimero de animais que ovularam/ Numero total de animais por grupo
(P>0,05)
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N&o foram constatadas reacdes adversas nos locais de colocacéo dos

implantes e de aplicacGes de acetato de deslorelina.

4. Discusséao.

No presente trabalho, o uso do acetado de deslorelina tanto na forma de
implante quanto na forma injetavel, promoveu supressao dos foliculos médios e
grandes em todas as ovelhas, podendo ser observado na Fig.1 o decréscimo
das classes de foliculos médios e grandes, com o passar do tempo sob a
influéncia desse agonista de GnRH. Assim como ja foi demonstrado em
bovinos. Estudo realizado com novilhas mesticas de Zebu com implantes
contendo quantidades crescentes de deslorelina suprimiram o0 crescimento
folicular ovariano, ovulacéo e concepcao de modo dose-dependente por até 12
meses [13].

Em relacdo ao Controle (GO) a diferenca (p<0,05) aparece no quarto dia
do tratamento (D4) para o G1 (Des 48h) e no quinto dia (D5) para o G2 (DES
72h) e G3 (Implante). Somente em G1 (DES 48h) demonstrou-se diferenga no
agrupamento de foliculos médios e grandes ao longo dos dias quando
comparado com ele mesmo, demonstrando um comportamento melhor e mais
homogéneo que os demais grupos, sugerindo um melhor efeito supressivo
desse tratamento. O menor intervalo de aplicagdo nesse grupo provavelmente
esta promovendo um estimulo melhor e mais uniforme que nos demais grupos.
Como demonstrado em outros trabalhos com bovinos o aumento da
concentracdo do agonista promove uma resposta mais rapida [13].

A acao da deslorelina, além da atresia folicular, foi promover ovulacdes e
luteinizacOes de foliculos classificados como médios e grandes. A ovulacao de
foliculos médios e grandes pode ser explicada porque os foliculos
potencialmente ovulatorios, sdo aqueles que adquirem receptores de LH e
secretam grandes quantidades de estradiol sendo capaz de ovular dado o
ambiente enddcrino de estradiol alto, progesterona baixa e alta frequéncia do
pulso de LH [14], o que foi promovido inicialmente com o tratamento. Com isso
evidenciou-se o0 alto potencial do acetato de deslorelina em promover

ovulacbes em foliculos meédios e grandes.
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No tratamento crénico com agonistas do GnRH a primeira caracteristica
€ um imediato aumento nas concentracfes plasmaticas de gonadotrofinas,
estimulando o crescimento folicular e indugdo da ovulagéo [13,15].

Foi demonstrado que o efeito supressivo da atividade folicular ovariana,
em animais tratados em longo prazo com o agonista do GnRH, é devido a
insuficiéncia da gonadotrofina, em vez da acéo direta do agonista nos ovarios
[16], pois a exposi¢cao prolongada conduz a uma fase cronica durante a qual a
secrecado pulsatil de LH é bloqueada [17]. A falta de secrecao pulsatil de LH, e
provavelmente FSH, € mantida durante o tempo que agonista de GnRH esta
presente na circulacdo, a uma concentragao limiar [17] e como consequéncia a
falta de gonadotrofinas inibe o desenvolvimento folicular [18]. O fato de os
tratamentos serem realizados de forma aguda (sete dias) no presente estudo
impossibilita observar esse evento e ocorre um retorno mais rapido da
atividade ciclica porque na maioria das ovelhas foi observada a presenca de
foliculos pequenos ao final do tratamento.

Quanto ao retorno do crescimento folicular ndo foi observado diferenca
significativa entre os grupos tratamentos como demonstrado na tab.2 e assim
como em outros trabalhos as ovelhas voltaram a ciclar logo apés a retirada do
estimulo [19]. O acetato de deslorelina provocou a supressao folicular e
sincronizou o inicio de uma nova onda.

Tem-se sugerido que quando o primeiro pico pré-ovulatério de LH é
induzido, os grandes foliculos nem sempre estdo maduros a ponto de
desenvolver um corpo luteo normal [20]. No presente estudo, isso nao foi
observado, visto que em todos os animais foram feitas analises para
guantificacdo de progesterona apdés a primeira ovulacdo e obtidos valores
acima de 1 ng/mL.

O presente estudo prova o efeito supressivo do acetato de deslorelina.
Autores relatam a idéia de que o tratamento superestimulatério iniciado na
auséncia de foliculos dominantes resulta no melhor recrutamento folicular,
taxas de ovulacado e producéo de embrides [21-23].

Com isso existe a hipétese de que se os achados encontrados no
presente estudo forem aliados com a utlizacdo dos protocolos de
superovulacdo, aumentara a sua eficiéncia, por fornecer o momento ideal para

a atuacéo do FSH exogeno.
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Em ovelhas o tratamento com agonista do GnRH aumenta
significativamente o numero de foliculos pequenos e consequentemente
melhora resposta da superestimulacdo ovariana ao fazer a supressao de
foliculos médios e grandes, melhora a resposta ovulatdéria e aumenta a
guantidade sem afetar a qualidade dos embrides transferiveis por ovelha [2]. O
aumento no namero de foliculos menores pode ser atribuido a supresséo de
foliculos maiores que 4mm e por consequéncia uma diminuicdo nos niveis de
inibina A [1].

Baseado nos resultados obtidos o momento ideal para o inicio da
superovulacdo no G1 seria no sexto dia de tratamento e no G2 e G3 o sétimo
dia , pois ndo ha presenca de foliculos médios e grandes (Fig.1).

5. Conclusao.

Tanto o implante subcutdneo de liberagdo continuada de acetato de
deslorelina, quanto as aplicacdes seriadas promovem a supressdo do
crescimento folicular ovariano, pela ocorréncia de ovulagéo, luteinizagcdo ou
atresia dos foliculos médios e grandes com aumento do numero de estrutura
luteas.

A supressdo ocorre de forma mais homogénea com quatro aplicacdes
intervaladas de 48 horas

ApOs a suspensao do tratamento com deslorrelina ocorre sincronizagéo de
uma nova onda de crescimento folicular que resulta em ovulagdes e formacao
de CL funcional. Ndo h& diferenca entre os tratamentos quanto aos tempos de

retorno do crescimento folicular e ocorréncia de ovulacéo.

6. Referéncias.

[1] Gonzalez-Bulnes A, Lopez-Sebastian A, Garcia-Garcia RM, Veiga-Lopez
A, Souza CJH, McNeilly AS. Restoration of endocrine and ovarian
function after stopping GnRH antagonist treatment in goats.
Theriogenology 2005;63:83-91.
doi:10.1016/j.theriogenology.2004.03.019.

[2] Gharbi I, Ferrouk M, Dechicha A, Baril G, Beckers JF, Guetarni D.
Follicular Status and Embryo Production in Ouled Djellal (Algeria) Ewes
Breed Pretreated with a GnRH Agonist. Asian J Anim Vet Adv
2012;7:117-27. doi:10.3923/ajava.2012.117.127.



280
281
282
283

284
285

286
287

288
289
290

291
292
293
294

295
296
297

298
299
300
301

302
303
304

305
306
307

308
309
310

311
312
313

314
315
316
317

[3]

[4]

[5]

[6]

[7]

[8]

[9]

[10]

[11]

[12]

[13]

[14]

68

Gonzalez-Bulnes A, Baird DT, Campbell BK, Cocero MJ, Garcia-Garcia
RM, Inskeep EK, et al. Multiple factors affecting the efficiency of multiple
ovulation and embryo transfer in sheep and goats. Reprod Fertil Dev
2004;16:421-35. doi:10.1071/RD04033.

McNeilly AS, Picton HM, Campbell BK, Baird DT. Gonadotrophic control
of follicle growth in the ewe. J Reprod Fertil Suppl 1991;43:177-86.

Cognie Y. State of the art in sheep-goat embryo transfer. Theriogenology,
vol. 51, 1999, p. 105-16. d0i:10.1016/S0093-691X(98)00235-0.

Cognié Y, Baril G, Poulin N, Mermillod P. Current status of embryo
technologies in sheep and goat. Theriogenology 2003;59:171-88.
doi:10.1016/S0093-691X(02)01270-0.

Dufour JJ, Cognié Y, Mermillod P, Mariana JC, Romain RF. Effects of the
Booroola Fec gene on ovarian follicular populations in superovulated
Romanov ewes pretreated with a GnRH antagonist. J Reprod Fertil
2000;118:85-94. d0i:10.1530/reprod/118.1.85.

CLAYTON RN. Gonadotropin-Releasing Hormone Modulation of Its Own
Pituitary Receptors: Evidence for Biphasic Regulation*. Endocrinology
1982;111:152-61. doi:10.1210/endo-111-1-152.

HEBER D, SWERDLOFF RS. Down-Regulation of Pituitary Gonadotropin
Secretion in Postmenopausal Females by Continuous Gonadotropin-
Releasing Hormone Administration*. J Clin Endocrinol Metab
1981;52:171-2. doi:10.1210/jcem-52-2-171.

HUCKLE WR, CONN PM. Molecular Mechanism of Gonadotropin
Releasing Hormone Action. Il. The Effector System*. Endocr Rev
1988;9:387-95. d0i:10.1210/edrv-9-4-387.

Schneider F, Tomek W, Grundker C. Gonadotropin-releasing hormone
(GnRH) and its natural analogues: A review. Theriogenology
2006;66:691-709. doi:10.1016/j.theriogenology.2006.03.025.

Taragnat C, Bernier a., Fontaine J. Gonadotrophin storage patterns in the
ewe during the oestrous cycle or after long-term treatment with a GnRH
agonist. J Endocrinol 1998;156:149-57. doi:10.1677/joe.0.1560149.

D’Occhio M., Fordyce G, Whyte T., Aspden W., Trigg T. Reproductive
responses of cattle to GnRH agonists. Anim Reprod Sci 2000;60-61:433—
42. doi:10.1016/S0378-4320(00)00078-6.

Scaramuzzi RJ, Baird DT, Campbell BK, Driancourt M a., Dupont J,
Fortune JE, et al. Regulation of folliculogenesis and the determination of
ovulation rate in ruminants. Reprod Fertil Dev 2011;23:444-67.
doi:10.1071/RD09161.



318
319
320

321
322
323
324
325

326
327
328
329
330

331
332

333
334
335

336
337

338
339
340
341

342
343
344
345
346

347
348
349
350

351

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

69

Wei S, Gong Z, Dong J, Ouyang X, Wei M, Xie K, et al. Effect of a GhRH
agonist on the FSH receptors in prepubertal ewes. Small Rumin Res
2012;105:237-43. doi:10.1016/j.smallrumres.2012.02.014.

D’Occhio MJ, Sudha G, Jillella D, Whyte T, Maclellan LJ, Walsh J, et al.
Use of a GnRH agonist to prevent the endogenous LH surge and injection
of exogenous LH to induce ovulation in heifers superstimulated with FSH:
A new model for superovulation. Theriogenology 1997;47:601-13.
doi:10.1016/S0093-691X(97)00018-6.

D’Occhio MJ, Aspden WJ. Characteristics of luteinizing hormone (LH) and
testosterone secretion, pituitary responses to LH-releasing hormone
(LHRH), and reproductive function in young bulls receiving the LHRH
agonist deslorelin: effect of castration on LH responses to LHRH. Biol
Reprod 1996;54:45-52. doi:10.1095/biolreprod54.1.45.

Padula a M. GnRH analogues--agonists and antagonists. Anim Reprod
Sci 2005;88:115-26. doi:10.1016/j.anireprosci.2005.05.005.

Crowder ME, Herring RD, Nett TM. Rapid recovery of gonadotroph
function after down-regulation of receptors for GnRH in ewes. J Reprod
Fertil 1986;78:577—85. doi:10.1530/jrf.0.0780577.

Hunter MG. Characteristics and causes of the inadequate corpus luteum.
J Reprod Fertil Suppl 1991;43:91-9.

Rubianes E, Ungerfeld R, Vifioles C, Rivero A, Adams GP. Ovarian
response to gonadotropin treatment initiated relative to wave emergence
in ultrasonographically monitored ewes. Theriogenology 1997;47:1479—
88. d0i:10.1016/S0093-691X(97)00155-6.

D’Occhio MJ, Cremonesi F, Trigg TE, Aspden WJ, Baruselli PS. Acute
follicular response to FSH in heifers downregulated long term with a
GnRH agonist and with suppressed ovarian follicular growth.
Theriogenology 2013;80:999-1005.
doi:10.1016/j.theriogenology.2013.07.028.

Gonzalez-Bulnes A, Santiago-Moreno J, Cocero M., Souza CJ., Groome
N., Garcia-Garcia R., et al. Measurement of inhibin A and follicular status
predict the response of ewes to superovulatory FSH treatments.

Theriogenology 2002;57:1263-72. doi:10.1016/S0093-691X(01)00723-3.



70

Anexo 1: Numero médio de foliculos nos grupos experimentais GO (Controle;
n=5), G1 (Des 48h; n=6), G2 (Des 72h; n=5) e G3 (Implante; n=6), distribuidos
nas classes pequenos (2 a 2,9 mm), médios (3 a 4,5mm) e grandes (=4,5mm) nos
sete dias em que ocorreram os tratamentos em ovelhas Bergamacia.

Dia do Média de foliculos Média de foliculos | Meédia de foliculos
GRUPO tratamento pequenos médios grandes
DO 1,7 0,3 0,7
D1 1,3 1,0 0,3
D2 1,8 1,0 0,5
GO (Controle) D3 2,0 0,5 0,8
D4 1,7 0,7 0,8
D5 1,5 15 0,3
D6 1,5 15 0,3
D7 1,7 1,3 0,5
DO 0,5 1,2 0,3
D1 0,8 0,7 0,7
D2 0,5 0,5 0,8
G1 (DES 48h) D3 0,5 0,3 0,0
D4 0,2 0,2 0,0
D5 0,7 0,2 0,0
D6 0,5 0,0 0,0
D7 0,3 0,0 0,0
DO 0,8 0,7 0,5
D1 0,8 0,8 0,3
D2 0,3 0,8 0,3
G2 (DES 72h) D3 0,5 0,5 0,3
D4 0,8 0,7 0,0
D5 1,2 0,3 0,0
D6 1,0 0,2 0,0
D7 0,7 0,0 0,0
DO 0,7 1,0 0,5
D1 1,0 0,5 0,8
D2 0,7 0,3 0,7
G3 (Implante) D3 0,5 0,0 1,0
D4 0,0 0,5 0,3
D5 0,5 0,2 0,2
D6 0,2 0,2 0,2
D7 0,2 0,0 0,0




71

Anexo 2: Numero médio da somatoria de foliculos médios (3 a 4,5mm) e
grandes (=4,5mm) nos grupos GO (Controle), G1 (DES 48h), G2 (DES 72h) e
G3 (Implante), distribuidos ao longo dos sete dias de tratamento com acetato
de deslorelina em ovelhas Bergamacia.

GRUPO Dia do tratamento | Média da somatoria dos foliculos médios e grandes
DO 1,0
D1 1,3
D2 15
GO (Controle) D3 1,3
D4 15
D5 1,8
D6 1,8
D7 1,8
DO 15
D1 1,3
D2 1,3
G1 (DES 48h) D3 0,3
D4 0,2
D5 0,2
D6 0,0
D7 0,0
DO 1,2
D1 1,2
D2 1,2
G2 (DES 72h) D3 0,8
D4 0,7
D5 0,3
D6 0,2
D7 0,0
DO 15
D1 1,3
D2 1,0
G3 (Implante) D3 1,0
D4 0,8
D5 0,3
D6 0,3
D7 0,0
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