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Takada, L. Avaliacdo da resposta ovariana na sincronizacdo do estro e da
ovulagéo utilizando protocolo de curta duragdao em ovelhas da raga Suffolk.
Botucatu, 2004. 152p. Dissertagdo (Mestrado em Reproducdo Animal) —
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus Botucatu,
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”.

RESUMO

O experimento foi realizado em condi¢bes controladas, na pré-estacao
reprodutiva em fémeas ovinas Suffolk visando estudar a eficacia do protocolo
de curta duracdo na sincronizacdo do estro, utilizando estrogeno para
sincronizagdo da emergéncia da onda folicular e consequentemente a
ovulacdo. Os efeitos dos hormdnios exdgenos nos padrdes de crescimento
folicular ovariano através de exames ultra-sonograficos, quantificacdo de
progesterona e observacfes do inicio do estro e ovulacdo. As ovelhas com
estro induzido foram divididas em cinco grupos sendo o Grupo controle (MAP
por 12 dias, e eCG na retirada da esponja). No Grupo experimental | foi
utilizado o protocolo 0,1 mg de BE, esponjas com 60 mg de MAP por 4 dias e
na retirada da esponja foi feita aplicacdo de PGF2, e 48 hapdés GnRH. No
Grupo experimental Il foi utilizado o protocolo de 35 mg de progesterona IM,
0,1 mg de BE, esponjas de MAP por 4 dias, e na retirada da esponja foi feita
aplicacdo de PGF2,, eCG e 48 h ap6s GnRH. No Grupo experimental Il foi
utilizado o protocolo de 35 mg de progesterona IM, 0,2 mg de BE, esponjas de
MAP por 4 dias, na retirada da esponja foi feita aplicacdo de PGF,, eCG e 56
h apés GnRH. E no Grupo experimental 1V foi utilizado o protocolo de 35 mg de
progesterona injetavel e 0,3 mg de BE, esponjas de MAP por 5 dias, e na
retirada da esponja foi feita aplicacdo de PGF2,. Os ovarios foram monitorados
diariamente usando ultra-som a partir de dois dias antes de iniciar o protocolo
até o décimo dia apds a ovulacdo. Foram realizadas 4 colheitas de sangue por
venopungdo jugular, 10 dias antes da inducdo, no dia da inser¢cdo da esponja

no 5 e no 10° dia ap0s a ovulagdo, para se determinar as concentracdes
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plasmaticas de progesterona. O exame ultra-sonografico mostrou que o
crescimento folicular acompanhado durante 0 protocolo de
sincronizacao/inducdo do estro ocorreu como um padrdo de onda né&o
apresentando diferencas entre a primeira onda do Grupo controle e a dos
Grupos experimentais, mas alguns parametros avaliados na onda ovulatéria
foram estatisticamente diferentes entre os grupos. O momento do inicio do
estro e da ovulacdo do Grupo | foi o que mais diferiu dos demais grupos, o
Grupo controle teve uma maior sincronia do estro e da ovulagdo. A dose de
estrogeno utilizada nos grupos experimental ndo foi capaz de sincronizar a
emergéncia de uma nova onda de crescimento folicular. A falta da
progesterona injetavel e da aplicacdo do eCG no Grupo |, fez com que esse

protocolo fosse menos eficaz na inducéo e sincronizacéo do estro e ovulagao.

Palavra-chave: Dinamica folicular, Estro; Estrogeno; Ovelha; Ovulacao;

Sincronizagao.
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1. INTRODUCAO

A inseminacdo artificial tem-se expandido amplamente na espécie ovina,
mas ainda apresenta limitacbes relacionadas a grande variabilidade nos
resultados quanto a fertilidade. Assim, variaveis ligadas a idade, a raca e ao
estadio reprodutivo, como também ao tipo de progestagenos ou a dose de
estimulantes foliculares, sdo capazes de alterar o intervalo entre o final do
tratamento de inducdo e/ou a sincronizacdo, e 0 aparecimento de estro e da
ovulacdo (LOPEZ-SEBASTIAN,1991).

A sincronizacdo do estro € um importante instrumento para 0 manejo
reprodutivo em animais domésticos. Esta técnica proporciona varios beneficios
como reducdo da mao de obra para detectar o estro, concentracdo das
paricbes, lote mais homogéneo ao abate, cuidado com recém nascido e
diminuicdo do numero de dias de servico da inseminacdo artificial (IA)
(OYEDIJI et al., 1990). O desenvolvimento das técnicas de sincronizacdo de
estro em ovinos data nos anos 60 (Robinson, 1967), com a implementacao da
utilizacdo dos progestageno (OYEDIJI et al.,, 1990; CHAGAS et al., 1994;

MORAES et al., 2002).

A precisa sincronizacao do ciclo estral em ovelhas ou a inducao do estro
em ovelhas em anestro estacional tem sido realizada com o uso de esponjas
intravaginal impregnada com progestagenos tais como acetato de
medroxiprogesterona (MAP) (ALIFAKIOTIS et al., 1982; O'DOHERTY &

CROSBY, 1990, CROSBY et al., 1991, ALBERIO et al.,, 1994) e acetato de
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fluoreogestone (FGA) (AINSWORTH & WOLYNETZ, 1982; ALIFAKIOTIS et al.,
1982; O'DOHERTY & CROSBY, 1990; SAMARTZI et al., 1995) por 12 a 14
dias, seguido de gonadotrofina coriénica equina (eCG) (BOLAND et al.,1981;
SMITH et al., 1981; ALIFAKIOTIS et al., 1982; QUISPE et al., 1994; POWELL
et al.,, 1996). Contudo, a fertiidade do tratamento com progestagenos em
ovelhas em anestro tem sido variavel atingindo 22 a 70%. (COLAS, 1979;
ROBINSON, 1979; ROMANO et al., 1996). A combinacdo de progestagenos
com eCG também é utilizada durante a estacdo reprodutiva principalmente
quando se procura aumentar a taxa ovulatéria (RUBIANES, 2000°).

O controle da duracéo do corpo luteo ou a manipulacdo da concentracao
da circulacdo de progesterona permite a regulacéo do ciclo estral e ovulacéo
(HANSEL & CONVEY et al.,, 1983). Progesterona exdégena ou analoga a
exemplo do MAP, quando administrada por 12 a 14 dias permite a regressao
do corpo luteo, ndo ocorrendo o estro e a ovulacdo até que a progesterona
exdgena seja removida. Durante a sincronizacdo do estro de um grupo de
ovelhas, o dia do ciclo estral difere entre elas quando progesterona exégena €
administrada levando a variacbes no momento do inicio do estro apds a
retirada da esponja. A falta de sincronia do estro e ovulacao limita a fertilidade
com inseminagdo com tempo pré-fixado (GINTHER, 1968; THWAITES, 1971,
WOOD et al., 1967).

A aplicacao de tratamentos de longa duracdo por 12 a 14 dias durante o
anestro estacional parece ser totalmente desnecessario, devido a grande
informacéo existente da dinamica folicular em pequenos ruminantes. A partir de

varios estudos utilizando protocolo de curta duragao conclui-se que eles podem



ser utilizados para inducdo do estro associado ao eCG durante o anestro
estacional. Permitindo uma maior flexibilidade no trabalho a campo
(RUBIANES et al., 2000").

Com base nos estudos realizados da dinamica folicular em ovelhas, e do
uso de varios protocolos de sincronizacdo do estro apresentando resultados
variaveis, e a necessidade de aumentar os conhecimentos de sincronizacao da

ovulagéo este trabalho teve por objetivos:

1.1. Objetivo geral
Estudar a eficacia do protocolo de curta duracdo na sincronizacdo do estro
utilizando estrogeno para sincronizagdo da emergéncia da onda folicular e

consequentemente a ovulacgéo.

1.1.2. Objetivos especificos:

s Utilizar a dindmica folicular para e conhecer o padrdo de crescimento
folicular durante o tratamento, e aplicacdo de técnicas de controle ciclo
estral

+ Estudar os efeitos dos horménios exdégenos na atividade estral das ovelhas,
durante o periodo pré-estacional.

s Avaliar o efeito do estrdgeno sobre a atresia dos foliculos e sincronia da
emergéncia de nova onda de crescimento folicular, visando sincronizacéo

do estro e ovulagéo.
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% Constatar o efeito da progesterona injetavel e a utilizada na esponja durante
um curto periodo, no estabelecimento de atividade estral e ovulacdo
durante a pré-estacéao reprodutiva.

% Obter a sincronia da ovulacdo através do emprego do estrégeno e do

GnRH.
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2. REVISAO DE LITERATURA

O ciclo estral é um conjunto de eventos que se repetem sucessivamente.
Nas ovelhas tem uma duracédo de 17 * 2 dias, que se divide em uma fase luteal
que se estende desde o dia 2 (estro = dia 0) até dia 13, e uma fase folicular
que compreende o dia 14 até o dia 1 (RUBIANES et al., 2000%).

Ovelhas apresentam estacionalidade reprodutiva caracterizada por
ciclos, que normalmente aparece no verdo ou no comego do outono e termina
no final do inverno ou no comeco da primavera (ORTAVANT et al., 1985).

Rodrigues, (2001) em estudos avaliando a sazonalidade reprodutiva em
ovelhas definiu a duracdo da estacdo reprodutiva como periodo entre o
primeiro e ultimo estro observado, e 0 anestro o intervalo de tempo entre o
ultimo e o primeiro estro da préxima estacao reprodutiva. E que a incidéncia de
estro esta inversamente relacionada ao comprimento do dia, ou seja, a
atividade sexual maxima coincide com os dias mais curtos. Em altas latitudes a
estacdo reprodutiva esta estreitamente relacionada ao fotoperiodo, enquanto
em baixas latitudes esta relacdo € menos acentuada.

InformagBes do fotoperiodo € formado por um caminho complexo que
envolve passos neurais e humorais. O fotoperiodo € primeiramente percebido
pela retina e o estimulo nervoso decorrente é transmitido por um caminho
neural com VAarios passos, que envolve o nucleo supraquiasmatico e ganglio

cervical superior para glandula pineal onde a mensagem modula o ritmo de
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secrecdo de melatonina (KARSCH et al., 1984). A duracdo da secrecao de
melatonina é entdo processada para regular a atividade do hipotalamo hipofise
e eixo gonadal. A melatonina é secretada somente na escuridao e, portanto a
duracdo da secrecéo difere entre os dias longos e curtos. (KARSCH et al.,
1988)

A melatonina age no hipotdlamo mediobasal para modular a
pulsatibilidade da secrecdo de GnRH (LINCOLN & MAEDA, 1992; MALPAUX
et al., 1993).

Mudancas no estado reprodutivo sdo controladas por modificacdes da
atividade do eixo por gonadotrofinas devido a variagdes na pulsatibilidade da
secregdo de LH. Tratamento com melatonina induz mudancgas significantes na
liberacdo de GnRH. Em Ovelhas ovariectomizadas com implante subcutaneo

de estradiol 17b que libera uma quantidade constante de horménio ao longo do

ano, a frequiéncia de GnRH e LH esta reduzida durante este periodo nas fémea
em anestro ou em dias longos (GOODMAN et al., 1982; MARTIN et al., 1983),
com um pulso a cada 6h, a insercdo subcutanea de implante de melatonina
leva a um aumento draméatico na frequéncia dos pulsos de GnRH e LH, 10
pulsos a cada 6h (VINGUIE et al., 1995). A variacdo na frequéncia dos pulsos
de GnRH e LH sao responsaveis por mudancas na atividade das gbnadas
entre fotoperiodos de dias longos e curtos (KARSCH et al., 1984).

Embora a estacédo reprodutiva seja regulada pelo fotoperiodo, a inibicao
do aumento da frequéncia de LH tbnico através do estradiol, € o principal
inibidor da ciclicidade no final da estacdo (GOODMAN & KARSCH, 1980;

MARTIN et al., 1983; TAMANINI et al., 1986).
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No inicio do anestro apds a ultima fase luteal da estacédo reprodutiva,
ocorre um declinio na concentracdo de progesterona e essa diminui¢cdo néo é
acompanhada por um aumento na secrecdo de estradiol (RAWLINGS et al.,
1977; LEGAN & KARSCH, 1979). A auséncia do pico pré-ovulatério de
estradiol pode ser provocado pela redu¢éo da resposta ovariana aos hormonios
gonadotroficos (LEGAN & KARSCH, 1979), causado principalmente por uma
retroalimentacdo negativa que cessa a secrecdo de LH pelo estrogeno (LEGAN
et al., 1977; GOODMAN et al., 1981; KARSCH et al., 1993). A frequéncia dos
pulsos de LH de uma fase folicular normal param de aumentar, eliminando o
estimulo para producdo de estradiol, consequentemente ndo ocorrera o efeito
da retroalimentacdo positiva de secrecdo de LH. Com isso, 0 estro e a
ovulacdo ndo ocorrem, e a progesterona e o LH caem a niveis basais ou ndo
detectaveis (RAWLINGS et al., 1977). A concentracdo média de FSH, contudo
parece nao apresentar mudancas durante o periodo de transicdo para o
anestro em ovelhas (KARSCH et al., 1984), a secrecdo de FSH é regulada por
hormonios foliculares como estrégeno e inibina que inibem sua secrecdo
(RUBIANES et al., 2000 ?).

O anestro em ovelhas é caracterizado pela auséncia de estro e ovulacdo
resultado de uma mudanca no mecanismo de controle retrégrado do estradiol,
mediado pelo fotoperiodo, de uma maneira que somente o estradiol é capaz de
suprimir a secrecdo de LH (KARSCH et al., 1984). A inter-relacdo entre o eixo
hipotalamo-hipéfise e o estrogeno secretado pelo foliculo em crescimento sera
predominantemente negativa, ndo ocorrendo a cascata desencadeante da

ovulacdo. O aumento ou a diminuicdo do tempo de secrecdo determina uma
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modificagdo da sensibilidade do eixo hipotalamo-hipéfise ao estrégeno
(McNEILLY et al., 1986; GINTHER et al., 1989). Com isso anestro sazonal
acontece com auséncia de comportamento e dclicidade ovariana (DACHEUX
etal., 1981).

Estudos da ultra-sonografia em ovelhas durante o anestro (SOUZA et al.,
1996; RAVINDRA & RAWLINGS, 1997; BARTLEWSKI et al., 1998)
demonstraram um padrado ciclico de crescimento folicular e atresia similar ao
que ocorre durante a estacdo reprodutiva, essa observacdo foi confirmada
através da ovariectomia (McNATTY et al., 1984) e pela laparoscopia (NOEL et
al., 1993). A emergéncia da onda folicular durante o anestro, esta associada
com a ocorréncia de flutuacdes de concentracdes plasmaticas de FSH
(Bartlewski et al., 1998). Os foliculos durante o anestro atingem tamanhos pré-
ovulatorio, mas entram em atresia (BARTLEWSKI et al., 1998).

Proximo do final do anestro estacional em ovelhas, a atividade dos
mecanismos inibitérios que mantém a freqiéncia e amplitude dos pulsos de LH
em declinio cessa restabelecendo a secrecao de LH, e estimulando a producéo
de estrégeno dos foliculos ovarianos, com retorno do primeiro pico pré-
ovulatorio de LH (KARSCH et al., 1980). Tem se sugerido que quando o
primeiro pico pré-ovulatério de LH é induzido, os grandes foliculos nem sempre
estdo maduros a ponto de responder a liberacdo de LH, para desenvolver um
corpo liteo normal (LEGAN et al., 1985; HUNTER, 1991). Durante a transi¢éo
da estacao reprodutiva em ovelhas, tem-se observado uma curta fase luteal
com secrecao de progesterona, podendo ser resultado de uma ovulacdo de um

foliculo antral prematuro (LEGAN et al.,, 1985). O aumento da concentragédo
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plasmatica de progesterona ocorre aproximadamente quatro dias antes da
primeira ovulacdo da estacao reprodutiva (WALTON et al., 1977) sugerindo a
possibilidade de luteinizacdo dos foliculos anovulatorios (BARTLEWSKI et al.,
1999) ou de um corpo luteo de curta duracao (Hunter et al., 1986). No exame
de ultra-sonografia ndo sdo encontradas estruturas luteais presentes 15 dias
antes da primeira ovulacdo da estacéo reprodutiva (RAVINDRA & RAWLINGS,
1997). O aumento breve das concentracbes de progesterona durante a
transicdo para a atividade reprodutiva em ovelhas pode ter um papel
importante durante o anestro, sincronizando o padréo de desenvolvimento do
foliculo antral resultando em um pico de LH (LEGAN et al., 1985).

A emergéncia da onda folicular normal caracterizada por foliculos crescem

de 3 a ® 5 mm de diametro continuam durante a transicdo do anestro

(BARTLEWSKI et al., 1998), é improvavel que no primeiro pico de LH ocorra a
ovulacédo, devido principalmente aos foliculos antrais pequenos e imaturos
(LEGAN et al.,, 1985; RAVINDRA & RAWLINGS, 1997). Contudo, grandes
foliculos antrais de varios estadios de seu desenvolvimento em crescimento,
fase estatica ou em regressdo podem responder de maneira diferente ao
estimulo de LH (RUBIANES et al., 1997), durante a transicéo do anestro para
estacdo reprodutiva podem ocorrer a formacdo de estrutura luteal normal,
foliculos anovulatorios luteinizados e CL de curta duracdo (BARTLEWSKI et al.,
1998).

Bartlewski et al., (1999) acompanharam a dinamica folicular em ovelhas
Western white face durante o inicio da estacao reprodutiva, onde observaram

ondas de crescimento folicular caracterizada por um numero de foliculos
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maiores que 5 mm por onda de 1,6 + 0,1, com duracdo da fase estatica de 1,7
+ 0,2 dias, fase de atresia de 3,4 + 0,2 dias e um intervalo inter-onda de 4,9 *
0,3 dias. A onda ovulatdria teve uma taxa de ovulacdo de 1,3 + 0,2, e 0
didmetro méaximo atingido pelo foliculo ovulatério foi de 6,2+ 0,2 mm

A fase luteinica é caracterizada pelos ovarios contendo um ou mais CL,
resultante do rompimento do foliculo ovulatério. A medida que a fase litea
progride, o CL produz um volume crescente de progesterona até um platé que
se inicia por volta do dia 6 e se mantém até a lutedlise (PANT et al., 1977).

Concentracdes de progesterona do ciclo estral de ovelhas estédo
relacionadas ao volume total de tecido luteal e variam entre ragas prolificas e
nado prolificas (BARTLEWSKI et al., 1999%).

Para isto foi mostrado também que secrecao de progesterona é afetada
pela fase da estacdo reprodutiva com concentragcdes de progesterona mais
altas no meio do que no inicio e final de estacdo (WHEELER & LAND, 1977).

O papel principal da P4 (progesterona) a nivel de hipotalamo e hipdfise é a
inibicdo da pulsatibilidade de GnRH, e subsequente pico de LH. A diminuicédo
na frequéncia dos pulsos de GnRH é de grande importancia para enriquecer as
células gonadotroficas hipofisarias em FSH necessario para ativar o
recrutamento de novos foliculos (CHABBERT-BUFFER et al., 2000).

O mecanismo de acdo da progesterona envolve a diminuicdo da frequéncia
sem afetar a amplitude. Tratamento crénico com progesterona inibem a
secrecdo de LH (GOODMAN et al., 1981°; O'BYRNE et al., 1991) e GnRH
(KARSCH et al., 1987). Similares efeitos inibitérios da progesterona na

secrecdo tobnica de LH tem sido relatados em muitas espécies, incluindo ratos



(GOODMAN, 1978), vacas (STUMPF et al., 1993), macacos rhesus (VAN
VUGT et al., 1984) e humanos (SOULES et al., 1984).

Durante a fase luteal quando as concentracdes de progesterona estao
altas e a do estradiol relativamente baixa, a frequiéncia dos pulsos GnRH
secretado esta diminuida. A frequéncia dos pulsos aumenta e a amplitude
diminui durante a metade da fase folicular quando a progesterona declina e o
estradiol aumenta. Coincidindo com inicio do pico pré-ovulatério de LH baixa
amplitude e alta frequéncia dos pulsos de LH (CLARKE et al., 1987).

Em varias espécies de mamiferos inclusive a ovelha, o controle retrogrado
negativo da progesterona na liberacdo de LH durante a fase luteal previne a
ovulacdo (AULETTA & FLINT, 1988).

Os aumentos nos niveis de secrecdo de progesterona pelo
desenvolvimento do CL, inibem os niveis de receptores de ocitocina (MANN &
HARESIGN et al., 2001).

Concentracbes de progesterona declinam rapidamente no final da fase
luteal induzida pela secrecdo de PGF2,. Aplicacdes de PGF2, IM em ovelhas
no dia 9 ou 10 do ciclo estral resulta em uma diminuicdo da secrecéo luteal de
P4 dentro de 6 hs (NETT et al., 1976). A remocéao prematura do CL cirdrgica ou
por meios farmacologicos induz o inicio da fase folicular e ovulacéo (SHORT et
al., 1963; KARSCH et al., 1979).

O mecanismo de retroalimentacdo negativa na liberacdo de progesterona
permite mudancas hormonais que precedem a préxima ovulacao inclusive o
aparecimento da liberacdo dos pulsos de LH (KARSCH et al., 1979;

ECHTERNKAMP et al., 1976). Baird & Scaramuzzi, (1976) observaram um
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aumento nos niveis de LH em ovelhas ap6s a inducdo da lutedlise pela
aplicacdo de analogo de PGF2,. O efeito foi evidente dentro de uma hora da
aplicacao, e foi anulado pelo tratamento com progesterona.

Proximo aos dias 11 e 12 do ciclo estral, se inicia o mecanismo de
retroalimentacdo positiva da ocitocina luteal e da prostaglandina endometrial
terminando com a lise do CL (Corpo Luteo), que leva a uma diminuicdo da
progesterona plasmatica ao redor do 13° dia (BAIRD & McNEILLY, 1981).

Durante o periodo de lutedlise, o endométrio emite secrecdes pulséateis de
PGF2a que provocam a regressdo de CL. Nos ovinos um mecanismo de
controle retrogrado positivo estimula a secrecdo pulsatil de PGF,,, com a
ocitocina desempenhando um papel central nesse processo (McCRACKEN et
al., 1984). A ocitocina proveniente da neuro-hipdfise estimula a secre¢édo de
PGF.a do endométrio. A PGF,, estimula a secrecdo de ocitocina do CL, e a
ocitocina luteinica estimula ainda mais a producdo de PGF», do Utero,

caracterizando o processo de retroalimentacdo positiva. Nesse momento, a
lutedlise tem inicio como resultado da elevacdo e ativacdo de receptores de
estradiol (E2), que induzem um aumento no numero de receptores de ocitocina
no endométrio, deflagrando o mecanismo de retroalimentacdo descrito acima
(HOOPER et al., 1986).

A queda na concentracdo de progesterona durante a regressao luteal,
permite uma elevacdo da secrecdo de estradiol pelo ovario estimulada pelo

aumento na frequéncia dos pulsos de GnRH e LH. Em contraste, a
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concentracao de FSH declina, suprimida pela secrecéo crescente de estradiol e
inibina do foliculo pré-ovulatério (BAIRD & McNEILLY et al., 1981).

O aumento da secrecdo de estradiol é o primeiro sinal para o pico pré-
ovulatério de GnRH e LH, e esse aumento é responsavel pelas manifestacdes
do estro (SCARAMUZZI, 1975; FABRE-NYS & MARTIN, 1991, RAWLINGS &
COOK, 1992).

O pico pré-ovulatorio de LH, é responsavel pela ovulacdo e pela
luteinizacdo do foliculo, e subsequente formacdo do CL, com o
desenvolvimento do corpo liteo as concentracdes de progesterona secretadas
por ele aumentam (RUBIANES et al., 2000 ?).

Apos o pico de LH e ovulacdo enquanto os niveis de LH e esterdides
estdo baixos h4 uma elevacédo significante na concentracdo de FSH um dia
apos a ovulacao seguido por um aumento na secrecao de estradiol de um pool
de novos foliculos antrais (SOUZA et al., 1997).

O ovario da ovelha contém entre 100 e 400 foliculos que crescem em cada
ciclo, de quais 10 a 40 sao visiveis na superficie do ovéario (CAHILL et al., 1979;
McNATTY et al., 1982).

A foliculogénese na ovelha acontece na puberdade e na vida adulta,
durante estes anos, s6 alguns foliculos de um pool de milhées crescerdao ao
tamanho ovulatério e poucos ovulardo. O processo de foliculogéneses leva ao
redor de 6 meses, a maior parte deste tempo se deve ao crescimento do
foliculo primario até o diametro de 2,5 mm. Durante este tempo ocorre uma
pequena selecdo (CAHILL & MAULEON, 1980; TURNBULL et al., 1977) e o

crescimento aparentemente independe de gonadotrofinas (DUFOUR, et al.,



1979) ndo envolvendo nenhuma secrecao significante de estradiol (CARSON et
al., 1981; McNATTY et al., 1982).

Na vaca e na ovelha, o processo de foliculogénese (crescimento/maturacao
folicular) tem inicio com a formacao dos foliculos durante a vida fetal, ou seja,
ao nascimento a terneira ou a cordeira ja tem determinado o numero de
foliculos primordiais em suas gonadas. A maioria desses foliculos durante o
seu crescimento vao se degenerar no processo conhecido por atresia folicular,
enquanto, que apenas uma minoria vai completar sua maturacdo e ovular
(MORAES et al., 2002).

Durante a foliculogénese cada foliculo sofre mudancas maturacionais com
uma sequéncia ordenada de aquisicdes como a atividade da aromatase e
receptor de LH na célula da granulosa entre outros. Foliculos que crescem de 2
mm para tamanho pré-ovulatério em aproximadamente 4 dias (TURNBULL et
al., 1977; McNEILLY et al., 1982) apresentam mudancas. No inicio do estagio
de crescimento sdo necessarios receptores de FSH na célula da granulosa,
receptores de LH ndo aparecem na célula da granulosa até que os foliculos
atinjam 3 mm ou mais de diametro (WEBB & ENGLAND, 1982). O
desenvolvimento de receptor de LH é controlado pela acédo do estradiol, FSH e
do proprio LH, e possivelmente por fatores paracrinos e autécrinos produzidos
localmente como as IGF, IGFBP, inibina e ativina (DRIANCOURT et al., 1994,
RICHARDS, 1994; FINDLAY & DRUMMOND, 1996).

O crescimento de foliculos de 2,5 a 5 mm ocorre em alguns dias, sendo a

selecdo do foliculo dominante ou estagio estrogénico um processo critico,



devido a dependéncia de um ambiente hormonal (McNEILLY et al., 1986;
SCARAMUZZ| et al., 1993).

Em ovelhas foliculos antrais maiores que 2 e 3 mm de diametro sdo
absolutamente dependente de gonadotrofinas, e sao destes foliculos
dependentes de gonadotrofina que ocorre o recrutamento e a selecao de
foliculos capazes de ovular (SCARAMUZZI et al., 1993).

Os papeis relativos das gonadotrofinas em recrutar e selecionar o foliculo
ovulatorio ainda € incerto. E tem se mostrado que o FSH sozinho (PICTON et
al., 1990%), mas ndo o LH (PICTON et al., 1990°) pode estimular o crescimento
do foliculo ao tamanho ovulatério em ovelhas onde o desenvolvimento do
foliculo tenha sido inibido pelo tratamento por 6 semanas com agonista de
GnRH. Essas observagdes sustentam a maioria dos dados para os quais
atribuem um papel essencial do FSH no controle do desenvolvimento folicular e
selecdo (McNELLY et al.,, 1991). O LH é principalmente um horménio
esteroidogénico, necessario para o desenvolvimento e manutencao 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 h&
uma dependéncia do aumento na pulsatibilidade da secrecdo de LH (BAIRD &
McNEILLY et al., 1981).

Em ovelhas ciclicas os foliculos continuam crescendo ao longo da fase
luteal préoximo do tamanho ovulatério (NOEL et al., 1993; SMEATON &
ROBERSTSON, 1971; SCHRICK et al., 1993). Contudo esses foliculos falham
em ovular devido a producao de progesterona pelo corpo luteo e pela influencia

da retroalimentacdo negativa na secrecdao de LH (GOODMAN, 1994). Esses



grandes foliculos antrais sofrem atresia e sdo substituidos por uma nova
emergéncia folicular (RUBIANES, et al.,1997 9).

O desenvolvimento folicular ovariano durante a fase luteal é exposto a um
ambiente enddcrino que muda com o progresso do ciclo estral. O primeiro
foliculo antral que emerge imediatamente apds a ovulacédo cresce ao tamanho
ovulatério quando a progesterona esta baixa (RUBIANES et al., 1996). Apds
isso durante o ciclo estral foliculos antrais crescem sob a influencia de altos
niveis de progesterona. Logo os foliculos da primeira e segunda onda em
ovelhas demonstram diferentes taxas de crescimento e quantidades de
receptores de gonadotrofinas, sendo igual ou da mesma maneira que em vacas
(SIROIS & FORTUNE, 1988).

Existe uma relacdo entre o inicio do aumento das concentragbes de
estradiol comecando durante a fase de crescimento folicular, como também
entre o pico das concentracbes de estradiol e o fim do crescimento do foliculo
maior durante o ciclo estral (BARTLEWSKI et al., 1999%, mas n&o durante o
anestro (SOUZA et al., 1996; BARTLEWSKI et al., 1998).

O crescimento de foliculos ovulatérios acontecem com intervalos regulares
de aproximadamente 4 a 5 dias em ovelhas ciclicas (GINTHER et al., 1995;
BARTLEWSKI et al., 1999°) e em anestro (BARTLEWSKI et al., 1998).

Em diferentes racas de ovelhas a taxa de crescimento varia de 0,9 a 1,7
mm/dia (DRIANCOURT et al., 1986; CASTONGUAY et al., 1990), e o diametro
maximo do foliculo ovulatério atinge de 4 a 10 mm (BRAND & JONG, 1973;

DRIANCOURT & CAHILL, 1984; DRIANCOURT et al., 1988 e 1990).



Na india, estudos de ovarios de frigorificos e secrecdo de estradiol
sugerem duas (BRAND & de JONG, 1973) ou trés, (SMEATON &
ROBERTSON, 1971; MATTNER & BRADEN 1972) fases de crescimento
folicular e atresia durante o ciclo estral em ovelhas. Contudo outros (HAY &
MOOR, 1975; TURNBULL et al.,, 1977; LAHLOU-KASSI & MARIANA, 1984)
nao foram capazes de mostrar com seguranca o padrdo de crescimento
folicular. Driancourt em sua revisao 1985 concluem que nao h& evidencias
estatisticas para ondas de crescimento folicular com intervalo fixo de tempo
durante a fase luteal. Mais recentemente com 0 uso de repetidas ultra-
sonografia e laparoscopia evidencia para (GINTHER et al., 1995; NOEL et al.,
1993; SOUZA et al., 1997) e contestada por (RAVINDRA & RAWLINGS, 1994;
SCHRICK et al., 1993; RAVINDRA & RAWLINGS, 1997) um organizado padréao
de ondas foliculares presentes.

A utilizac&do da ultra-sonografia possibilitou grandes avangos nos estudo
da fisiologia reprodutiva em fémeas ovina (RAVINDRA et al., 1994),
particularmente na caracterizacdo do padrdo de crescimento folicular
(GONZALES de BULNES et al, 1994; GINTHER et al., 1995; URIBE
VELASQUES et al., 1999), no desenvolvimento durante o anestro estacional
(SOUZA et al.,, 1996; RAVINDRA & RAWLINGS, 1997), na gestagao inicial
(SCHRICK et al., 1993; MORENO et al., 1995; CHALHOUB et al.,2001), e na
sexagem fetal (COUBROUGH & CASTELL, 1998). A avaliacdo da populacéo
folicular e sua dindmica como efeitos da estimulagcdo hormonal também tem

sido estudada (RUBIANES et al., 1997; GOMEZ-BRUNET et al., 1999).
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2.1 Dinamica folicular

Dinamica folicular € um processo continuo de crescimento e regressao
dos foliculos antrais que permitem o desenvolvimento do foliculo pré-ovulatorio
(LUCY etal., 1992).

Com base nos exames de ovarios adquiridos de abatedouro, o termo
onda folicular foi proposto por Rajakoski, (1960). Ele observou em bovinos que
0 numero de foliculos > 5mm de didmetro ndo era distribuido uniformemente ao
longo do ciclo estral, e que esses foliculos eram expostos a aescimento de
duas ondas. A utilizacdo da ultra-sonografia em vacas permitiu monitorar
diariamente o desenvolvimento folicular do mesmo animal, onde o crescimento
da onda folicular pode ser finalmente confirmada (PIERSON & GINTHER,
1984; PIERSON & GINTHER, 1988; SAVIO et al., 1988; SIROIS & FORTUNE,
1988). Sdo descritas duas ou trés ondas de desenvolvimento durante cada
ciclo na vaca. Uma onda € caracterizada pelo crescimento sincronico de um
grupo de foliculos (emergéncia), onde um continua crescendo (foliculo
dominante) e outros regridem (foliculos subordinados). A emergéncia da
préxima onda folicular ocorre somente ap6s o foliculo dominante perder seu
efeito inibitorio sobre o crescimento de outros foliculos e apos o0 aumento das
concentracbes de FSH (ADAMS et al., 1992; SUNDERLAND et al., 1994;
EVANS et al., 1997). O foliculo dominante em vacas produz mais estradiol e
menos progesterona do que o foliculo subordinado (FORTUNE, 1994; EVANS
& FORTUNE, 1997). Consequentemente ocorre uma hierarquia dentro de uma
onda folicular ndo somente em relacdo ao diametro, mas também na producao

de esterodide (EVANS et al., 2000).



A maioria dos achados de populacbes de foliculos ovarianos e o
desenvolvimento de corpo luteo em ovelhas foram confirmados através de
observacbes de ovarios apés o sacrificio do animal ou durante repetidas
laparoscopias/endoscopias (GINTHER, 1971; DRIANCOURT et al.,, 1991;
NOEL et al., 1995). O uso de ultra-sonografia ovariana, em ovelhas com
ovarios cirurgicamente transplantados (SOUZA et al., 1996, 1997) e em ovarios
intactos (RAVINDRA, 1993; GINTHER, 1995; RUBIANES, 1997; BARTLEWSKI
1998,1999; EVANS et al., 1999) permitiu monitoramento do desenvolvimento
do foliculo ovariano antral e a fun¢éo do corpo liteo sem estressar o animal.

Com a utilizacdo da ultra-sonografia uma técnica ndo invasiva e repetitiva
de monitorar o desenvolvimento de foliculos em humanos (HACKELOER et al.,
1979; KERIN et al., 1981) e vacas (SIROIS & FORTUNE, 1988; GINTHER et
al., 1989), possibilitou compreender melhor a dinamica folicular esta técnica
caracterizou ondas, selecdo, dominancia e regressdo dos grandes foliculos
antral durante o ciclo estral em vacas (FORTUNE, 1994).

Em ovelhas, porém o exame de ultra-sonografia transretal mostrou ser
mais dificil de ser realizado e interpretado que em vacas devido a problemas
como 0 acesso anatdmico, o diametro maximo do foliculo e a diferenca de
tamanho entre o foliculo dominante e o subordinado (SCHRICK et al., 1993;
RAVINDRA et al., 1994).

Os ovarios das ovelhas tém sido examinados com sucesso usando
transdutor linear de 7,5 MHz transretal desenvolvido para exames de prostata
em humanos. Assim permitindo o estudo de estruturas ovarianas, diferenciacéo

de foliculos individualmente, identificacdo do mesmo foliculo em observacdes
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consecutivas e a formacgéo do corpo liteo (SCHRICK et al., 1993; RAVINDRA
et al., 1994; GONZALES- BULNES, 2001).

Em pequenos ruminantes o desenvolvimento folicular ocorre em ondas
tanto na estacao reprodutiva (GINTHER & KOT, 1994; CASTRO et al., 1998)
guanto durante o anestro estacional (SOUZA et al., 1996; BATLEWSKI et al.,
1998), elas emergem com intervalos de 4 a 6 dias. Os esterdides ovarianos
interagem com as gonadotrofinas para regular a dinamica folicular.

Leyva et al., (1995) relataram observacdes limitadas de foliculos maiores
que 5 mm observado em 3 ondas durante o ciclo estral de ovelhas Suffolk pela
ultra-sonografia. As ondas foliculares emergiram nos dias 0,4; 5,7 e 10,9 de um
ciclo de 17 dias, semelhantes as 3 primeiras ondas estudadas por Ginther et
al., (1995) que foram de 0,1; 4,9 e 9 dias. No trabalho de Leyva et al., (1995)
em ovelhas o diametro dos foliculos grandes da segunda onda sdo menores do
que os da primeira e terceira onda, 0 mesmo observado em vacas (SIROIS e
FORTUNE ,1988; GINTHER et al., 1989), mas no trabalho de Ginther et al.,
(1995) o diametro dos foliculos grandes da terceira onda (ndo ovulatério) sédo
menores que o da primeira onda.

O aparecimento de uma segunda onda de crescimento folicular foi
constatado no periodo de observacdo em 4 das 6 ovelhas com ovarios
autotransplantados, porém os niveis de esterdides ovarianos nao foram da
mesma magnitude como da primeira onda (SOUZA et al., 1997).

Existem fortes evidéncias experimentais que indicam que durante a
primeira e a ultima (ovulatéria) onda folicular ocorre um mecanismo

denominado dominancia. Um foliculo de um pool de recrutados é selecionado,



ele continua crescendo enquanto 0s outros entram em atresia. O foliculo
dominante na sua fase final de crescimento dependente da pulsatibilidade de
LH (Baird & McNeilly, 1981). O foliculo maior de uma onda sera o foliculo
ovulatorio se conseguir estabelecer uma cascata enddécrina com o LH que
resulte em um pico pré-ovulatorio de LH. H& opinibes divergentes entre os
autores, sobre a existéncia da dominancia nas ondas intermediarias do ciclo
estral em ovelhas (CASTRO et al., 1999).

Em espécies com ovulacado simples como homem o foliculo ovulatério é
selecionado de pequenos foliculos antrais (2 a 5 mm de didmetro) presentes no
ovarios ro momento da regressado luteal. A elevacdo nas concentracdes de
FSH que acontece neste momento estimula a aquisicdo de varias propriedades
fundamentais como enzima aromatase e receptor de LH nas células da
granulosa que sdo essenciais para o desenvolvimento adicional. O foliculo
ovulatério secreta horménios como estradiol e inibina. Que suprime a secre¢ao
de FSH a niveis abaixo do requerido para ativar o desenvolvimento de mais
foliculos (BAIRD & CAMPBELL, 1998).

Em vacas o foliculo dominante produz grandes quantidades de esterdides
(estrégenos e androgenos), fatores nao esteroidais (inibina, folistatina e fatores
de crescimento) que suprimem o crescimento folicular através de alteracdes
sistémicas das concentracfes de FSH e/ou LH, prevenindo o crescimento do
foliculo subordinado (ADAMS, 1999), impedindo a emergéncia da préxima
onda folicular, terminando com a regressdo ou ovulacdo desse foliculo
(GINTHER et al., 1989% ADAMS et al.,, 1992, 1993 FINDLAY et al., 1992,

FORTUNE, 1994; BERGFELT et al., 1994).
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Tentativas de se determinar o momento da selecdo de foliculos
ovulatorio apresentou resultados contraditérios. Estudos anteriores mostraram
que a selecdo ocorre antes da lutedlise (SMEATON & ROBERSTON, 1971;
LAND, 1973).

Dados obtidos de foliculos dissecados e de secrecdo de estradiol
sugeriram que o foliculo pré-ovulatério se apresentou como um foliculo
estrogénico grande apés 10 h da lutedlise de um pool de foliculos presentes
naquele momento (McNATTY et al., 1982).

Tsonis et al., (1984) utilizaram ablacdo <letiva de foliculos durante a
lutedlise onde demonstraram que os foliculos ovulatorios sédo derivado de
foliculos de mais de 2 mm presentes no momento da regresséo luteal. Porém
foliculos menores também podem ser capazes de ovular, sugerindo que a
selecéo ocorre em um prazo flexivel antes ou apds a lutedlise, de acordo com a
populacao folicular presente naquele momento.

Ravindra et al., (1994) ndo sustentam a existéncia de dominancia pelos
grandes foliculos que tem sido definido para primata (GOODMAN e HODGEN,
1983) e estendido para vacas (GINTHER et al., 1989%). Observacbes de
dindmica folicular em ovelhas monovular mostram uma pequena evidencia de
dominancia durante a fase luteal do ciclo, mas um efeito marcante durante a
fase folicular do ciclo, ap6s a emergéncia do foliculo ovulatério (LOPEZ-
SEBASTIAN et al., 1997).

O foliculo pré-ovulatério normalmente é originado de uma populacédo de

foliculos grandes presente no momento da regresséo luteal, mas a ovelha tem
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a habilidade de promover foliculos menores se for preciso (SOUZA et al.,
1997).

Vifioleas et al., (1999) observaram que o foliculo maior da primeira onda é
o foliculo dominante em ovelhas ciclicas.

O padrdo de crescimento folicular em ovelhas parece ser mais dinamico e
menos pronunciado que na vaca (SIROIS & FORTUNE, 1990; SAVIO et al.,
1993) isso poderia responder a falta de dominancia em ovelhas
(DRIANCOURT et al.,, 1991; DRIANCOURT, 1994) e explicar a taxa de

ovulagdo mais alta nesta espécie.

2.2 Inducgéo/sincronizagéo do estro em ovelhas

Diversos estudos mostraram a possibilidade da melhoria no manejo
reprodutivo de ovelhas pelo emprego de hormdnios como corticosteroide,
prostaglandina, progesterona e gonadotrofinas, com eficacia diferente devido a
varios fatores que interferem como estadio reprodutivo, os ambientais, periodo
pés-parto longo, lactacao, presenca do cordeiro entre outros (CASTILLO et al.,
1981; WHEATON et al., 1993; ALVAREZ et al., 1994; QUISPE et al., 1994).

A sincronizacdo de estro em ovinos € importante e até indispensavel
quando sdo empregados sistemas intensivos de reproducdo, tais como,
paricbes em bloco ou trés partos a cada dois anos. Antes de escolher as
principais metodologias disponiveis, deve ser considerada a estacionalidade
reprodutiva dos ovinos, uma vez que, dependendo da época do ano, sera

peculiar a técnica a ser empregada (MORAES et al., 2002).



2.2.1 Hormoénios utilizados para inducéo e sincronizagdo do estro
durante a pré-estacao reprodutiva
2.2.2 Progestagenos

Progesterona e progestagenos sdo amplamente utilizados para
sincronizacdo do estro em vacas (BEAL, 1998) e ovelhas (GORDON, 1997).
Esse método leva a diminuicdo sincrdnica de progesterona, porém com o
momento de ovulacao variavel, dependendo do estadio de desenvolvimento do
foliculo no momento em que o progestageno é removido (ROCHE et al., 1999).

Tratamentos longos com progesterona (12 a 14 dias) séo utilizados em
pequenos ruminantes na inducéo e sincronizacao do estro, apresentando alta
porcentagem de animais em estro apds esse tratamento, mas a fertilidade é
menor do que o estro natural (ROBINSON et al.,, 1970). A menor taxa de
fertilidade tem sido atribuida a mudanca no ambiente hormonal resultando em
asincronia entre estro e ovulagdao (SCARAMUZZI et al., 1988), com
subsequente alteracdo no transporte espermatico (PEARCE & ROBINSON,
1985).

Priming de estrégeno em ovelhas adultas ovariectomizadas, tratadas com
implante de progesterona diminuem significantemente a frequéncia dos pulsos
de GnRH da circulacao portal e o LH da circulagéo periférica, apresentando um
efeito rapido detectado em 49 = 12 min apos a insercdo do implante. Apés a
remocao do implante a pulsatibilidade da secrecdo de GnRH e LH retornam
aos valores entre 175 + 8 min. A amplitude dos pulsos n&do sdo modificadas.
Tratamento com implantes de progesterona inibiu o pico de LH induzido pelo

estrogeno (CHABBERT-BUFFER et al., 2000).



Pré-tratamento com progesterona previne a lutedlise diminuindo os
niveis de receptores de ocitocina no endométrio, nas ovelhas em anestro,
causa uma reducdo da sensibilidade uterina ao estradiol no inicio do diestro
(VALLET et al., 1990) permitindo a manutencdo do corpo liteo (BEARD &
HUNTER, 1996). Pré-tratamento de progesterona retarda a onda de LH
permitindo uma adequada maturacdo do foliculo ovulatério e subsequente
funcdo normal do corpo lateo (McLEOD et al., 1982; KEISLER & KEISLER,
1989).

Segundo Hunter et al., (1991) a maturacdo inadequada do foliculo pré-
ovulatério no momento do pico de LH é considerada um fator de
desenvolvimento de corpo liteo anormal. Os bliculos destinados a formar CL
inadequados n&o atingiriam seu completo desenvolvimento em receptores
gonadotroficos, ou a habilidade maxima de sintetizar estradiol e a duracédo da
estimulacao do foliculo, antes do pico de LH, poderia ser critica. Stubbings et
al., (1986) propuseram que a formacdo de um CL inadequado pode ocorrer
como consequéncia do rapido desenvolvimento folicular e da ovulagéo, antes
gue as células da granulosa tenham adquirido a maturidade necessaria para
uma otima luteinizacdo em resposta ao LH.

As caracteristicas do foliculo ovulatério, também dependem da
habilidade do tratamento com progesterona para controlar a liberacdo de
gonadotrofinas. Em vacas (STOCK & FORTUNE, 1993; KINDER et al., 1996) e
ovelhas (LEYVA et al.,, 1998; FLYNN et al., 2000) que em auséncia de
progesterona luteal a insercdo de esponjas intravaginais (FLYNN et al., 1999)

ou CIDR (VINOLES et al., 1999) no inicio da fase luteal leva a uma maior



freqUéncia dos pulsos de LH prolongando o periodo de vida e aumentando o
diametro do maior foliculo, devido ao pesséario utilizado para liberar
progesterona na sincronizacdo diminuir com o tempo. O aumento da frequéncia
dos pulsos de LH promove o continuo crescimento de grandes foliculos. Em
vacas a ovulacao desses foliculos resulta em diminuicdo da fertilidade (STOCK
& FORTUNE, 1993; MIHM et al., 1994; AUSTIN et al., 1999).

Quando concentracdes de progesterona em ovelhas s&o mantidas
abaixo de 1 ng/mL, utilizando esponjas ou injecfes oleosas, o0 diametro e a
idade do foliculo ovulatério aumenta, atrasando a emergéncia da onda seguinte
guando comparados com ovelhas com concentracdes de progesterona acima
de 1 ng/mL (JOHNSON et al., 1996).

Quando a progesterona € usada em alguns protocolos de sincronizacao
em ovelhas, prefere-se a progesterona sintética por ser mais potente
(ROBINSON et al., 1967). No inicio a liberacdo de progesterona pelas esponjas
vaginais € alta, mas com o tempo diminui (GREYLING et al., 1994).

Durante os tratamentos com esponjas intravaginais impregnadas com
progesterona a taxa de absorcao dos componentes da esponja (McDONNELL,
1985) pode afetar a dinamica folicular. No inicio do tratamento poderia ser
esperado um efeito supraluteal, que pode provocar um aumento da renovagao
da populacao folicular, e no final um poderia ocorrer um efeito subluteal isso
reduziria a velocidade da renovacao da populacdo folicular (HAMRA et al.,
1986). Como conseqliiéncia um foliculo dominante persistente poder estar
presente no ovario no final do tratamento e ovular apés a retirada da

progesterona. Em vacas tratamentos com progestagenos por varios dias



promove o desenvolvimento de foliculos persistente que liberam odcitos que
sofram prematura maturacdo in vivo que provavelmente favoreca a baixa
fertilidade observada (SIROIS & FORTUNE, 1990; SAVIO et al., 1993b;
REVAH & BUTLER, 1996).

Em ovelhas ciclicas a administracdo de eCG apds o tratamento com
progestagenos pode compensar os efeitos deletérios do tratamento longo com
progestagenos na dinamica folicular recrutando novos foliculos (NOEL et al.,
1994) e diminuindo o problema da baixa fertilidade (BOLAND et al., 1978).

Evans et al., (2001) avaliaram em ovelhas Suffolk a ovulacdo de foliculos
velhos a qualidade e a fertilidade dos embrides deles resultantes. No grupo | no
sexto dia do ciclo sincronizado com prostaglandina, foram colocadas esponjas
com 60 mg de MAP e removidas no 20° dia, sendo que na metade do grupo foi
aplicado eCG na retirada da esponja e na outra ndo. No grupo Il as esponja
foram colocadas no 6°, 11° e 16° dia e removidas no 20° dia, parte do grupo
recebeu eCG na retirada da esponja e a outra ndo. Nao houve entre os grupos
diferenca no didmetro dos foliculos ovulados, no numero de CLs e na eficiéncia
e qualidade dos embrides colhidos, na taxa de prenhez do primeiro servico e
no numero de cordeiros nascidos. Esse experimento mostra que em ovelhas
oocito oriundos de foliculos velhos podem ser fertilizados produzindo embrides
de boa qualidade com cordeiros a termo.

Pessario impregnados com medroxiprogesterona utilizado para
sincronizacao do estro em pequeno ruminante sdo comercialmente disponiveis

na dose de 60 mg do horménio (RUBIANES et al., 1999).
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Outro tipo de dispositivo encontrado no mercado € o “Controlled Internal
Drug Release” (CIDR) um dispositivo intravaginal impregnado com 0,3 g
progesterona natural de uso em pequenos ruminantes com custo superior ao
da esponja. Apresentando menos vaginite com o0 seu uso do que as esponjas.
Com o termino do tratamento de curta duracdo pode ser reutilizado apés a
higienizacdo (RUBIANES, 2000P).

Godfrey et al., (1999) realizaram uma comparagdo do inicio do estro,
momento da ovulacdo e tempo do estro até a ovulacdo entre ovelhas
sincronizadas com CIDR, PGF,, e esponja. Nao constatando diferencas entre
0S grupos, sendo o inicio do estro de 26,5 + 2,3; 31,6 + 2,3 e 25,4 + 2,3 horas,
e do tratamento a ovulagdo de 67,6 = 4,0, 62,4+ 4,2 e 58,9 £,3,1 hora, e 0
inicio do estro a ovulacdo de 40,7 + 3,1, 32,1 + 3,2 e 34,3 £+ 2,8 hora
respectivamente, permitindo-se concluir que os trés métodos podem ser
utilizados para sincronizacdo, nao apresentando diferencas na sincronizagao e
subsequente funcéo luteal. Para a taxa de concep¢do com monta natural n&o
houve diferencas significativas entre os tratamentos, mas na inseminacao
artificial o CIDR apresentou uma taxa de concepcado maior que O grupo
sincronizado com PGF2, .

Ungerfeld & Rubianes, (2002), conduziram experimento durante a
estacdo de anestro em ovelhas Polwarth e Polwarth x llle de France com
diferentes dispositivos intravaginais (MAP, FGA e CIDR) por 6 dias e
administracdo de 380 Ul de eCG na retirada da esponja RE e colocando-as em
contato com carneiros. Verificaram que a taxa de concepcdo e o numero de

ovelhas em estro com MAP, FGA e CIDR foram similares. Porém o intervalo do



inicio do estro foi mais tardio com MAP do que com FGA. Em um segundo
experimento realizado em ovelhas Romney Marsh fora da estacdo reprodutiva,
onde foram utilizados MAP com 30 e 60 mg por 6 e 14 dias, e administracdo na
retirada da esponjas de 350 Ul de eCG e contato com carneiros, ndo houve
diferenca na resposta do estro e na taxa de concepcdo para as diferentes
concentracdes do progestagenos nem para a duracao dos tratamentos.

Ungerfeld & Rubianes, (1999) avaliaram durante o anestro estacional a
eficacia dos tratamentos de curta e de longa duracdo (tradicionais) com
esponjas de MAP por 6, 9 e 12 dias acompanhados da administracao de eCG.
Tratamentos com esponjas por 6 dias apresentaram resultados tdo bons
quanto os de 9 e 13 dias, concluindo-se que os tratamento de curta duracéo
podem ser utilizados na inducéo do estro em ovelhas.

Em ovelhas (BECK et al., 1993; UNGERFELD & RUBIANES, 1999) e
cabras (RUBIANES et al., 1998) o tratamento de curta duragéo (5 ou 6 dias)
com diferentes dispositivos foi tdo efetivo em induzir o estro com alta fertilidade

qguanto o tratamento de longa duracéao.

2.2.3 Estradiol

Esterdides ovarianos séo classificados quimicamente com base nas suas
funcdes bioldgicas, as trés principais classes sdo androgenos, progestagenos e
estrogenos. Fisiolégicamente o estrégeno, estrona e o estradiol 17b (E») séo os
esterdide foliculares mais importantes e a P, € o principal esterdide do CL.

Andrégenos sdo produzidos pelas células da teca e geralmente sdao
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convertidos pela aromatase P450 das células da granulosa em estrégeno
sendo o E; o principal (SCHAMS & BERISHA, 2002).

O estradiol tem um papel essencial nos processos neuroendocrinos que
culminam com o pico ovulatério de GnRH (KARSCH et al.,, 1997), possui
também uma acdo direta na hipofise anterior aumentando o numero de
receptores de GnRH (MILLER, 1993).

Tratamento com estradiol provoca uma rapida diminuicdo nos niveis de
FSH, seguido por uma liberacdo semelhante ao pico pré-ovulatério de FSH de
ovelhas ciclicas durante estacdo reprodutiva (JOSEPH et al.,, 1995),
confirmando o efeito bifasico do estradiol na concentracdo de FSH (REEVES et
al., 1974). De forma similar foi observado para o LH (CARATY et al., 1989). A
elevacao dos niveis de FSH ocorre geralmente ao mesmo tempo em que a do
LH, embora em menor propor¢do (FARNWORTH, 1995).

Em vacas a sincronizacdo da emergéncia de um novo foliculo durante o
periodo de administracdo de progesterona/progestagenos, propicia pelo menos
duas vantagens: 1) evita-se a formacédo do foliculo persistente o que diminui a
possibilidade de reducéo da taxa de concepcao e 2) homogeniza-se o “status”
folicular ao final do tratamento, de modo que os estros sdo melhor agrupados,
tornando a IA em tempo pré-fixado uma realidade (MADUREIRA, 2000).

Engelhard et al., (1989) observaram que a atresia folicular foi detectada
antes da liberacéo do LH induzido pelo estrégeno em vacas tratadas no dia 16
do ciclo estral. Alternativamente o estrégeno pode causar a atresia folicular
alterando a secrecdo tbnica de LH e/ou por supressdo do FSH (PRICE &

WEBB et al., 1988). O estradiol diminui a amplitude dos pulsos de LH em



ovelhas (RAWLINGS et al., 1984) e vacas (PRICE & WEBB, 1988), a utilizacao
de progesterona ou implantes de progestagenos em vacas diminui a frequéncia
dos pulsos de LH suprimindo o diametro do foliculo dominante de maneira
dose-dependente (IRELAND & ROCHE, 1982; ADAMS et al., 1992; SAVIO et
al., 1993; STOCK & FORTUNE, 1993; SANCHEZ et al., 1995), estes
hormdénios tem sido utilizados para sincronizar a emergéncia da onda folicular
em vacas (BO et al., 1993, 1994; CAVALIERI et al, 1997).

Experimentos nas quais foram administrados estradiol exdgeno para
determinar seu efeito no desenvolvimento folicular (HUTZ et al., 1988;
ENGELHART et al., 1989) mostraram regressao dos foliculos apdés tratamento.
Semelhantemente Bo et al., (1991, 1995, 2000) documentaram supressao do
crescimento foliculo dominante apés o tratamento com estradiol e implante de
progestagenos em vacas.

A inducdo da supressdo de LH pelo estrogeno s6 podem ser
aparente mentes evidentes durante a fase progestacional, a progesterona e o
estrogeno podem ter um efeito sinérgico alterando as concentracdes
circulantes de FSH. O estradiol sozinho (BUTLER et al., 1983; WOLFE et al.,
1992) ou em combinacdo com progestagenos (BARNES et al., 1981) mostrou
suprimir o FSH, contudo, a supressao foi mais prolongada em novilhas com
implante de progesterona (BOLT et al., 1990). O estradiol e a progesterona
administrados em conjunto apresentam um efeito mais supressivo sobre o LH e
o FSH (PRICE & WEBB, 1988).

Bo et al., (2000) utilizaram e novilhas em novilhas prostaglandina e

monitoraram o ovario diariamente com ultra-som até a detecc¢do da ovulagao.
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No dia 2 do ciclo foram utilizados implantes auriculares em todos os animais, e
foram divididos em cinco grupos: grupo controle (6leo de semente de gergelim),
grupo 0,1 mg; 0,5 mg. 1Img e ou 5 mg de E, IM que foram realizadas no dia 3
considerado a metade da fase de crescimento do foliculo dominante. Onde
observaram que o diametro do foliculo dominante foi menor em novilhas
tratadas com 1 e 5 mg de E; do que nos grupos controle e 0,1 mg. O dia do
inicio da regressao do foliculo dominante aconteceu antes em novilhas com 5
mg do que com 0,1 mg. O dia da emergéncia da segunda onda folicular € mais
cedo em novilhas tratadas com 1 e 5 mg do que com 0,1 mg. As caracteristicas
foliculares e a emergéncia da segunda onda folicular entre o grupo tratado com
0,1 mg e o controle ndo houve diferencas A administracdo de 5 mg de E
provoca uma elevacao da circulagcdo por aproximadamente 42 h induzindo a
regressao folicular e a emergéncia de uma nova onda folicular indiferente do
estagio de desenvolvimento do foliculo dominante da primeira onda folicular
(BO et al., 1994; 1995).

Meikle et al, (2001), estudaram a acdo do E, em ovelhas durante o
anestro em trés grupos experimentais: Grupo | controle solugdo Salina, Grupo
Il uma aplicacéo de E» (1 ng/Kg), e no Grupo Ill duas aplicacbes de E, sendo a
segunda dose 24 horas ap0s, constatando o inicio de uma nova onda 1,5; 2,4 e
2,5 dias, respectivamente, e que este tratamento nao induziu a ovulagéo, mas
provocou a regressao dos foliculos grandes, sincronizando uma nova onda de
crescimento folicular em ovelhas.

Com o objetivo de provocar atresia nos foliculos dominantes e

sincronizar a emergéncia de uma nova onda de crescimento folicular em vacas,
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recomenda-se a aplicacéo de 1,0 a 2,0 mg de benzoato de estradiol (BE) no
momento de colocacdo dos dispositivos. Como o BE possui uma média vida
curta, os dispositivos poderdo permanecer por um periodo mais curto (7 ou 8

dias) (MADUREIRA, 2000).

2.2.4 Prostaglandina f,, € seus analagos sintéticos (PGF23)

Em ovelhas quando se administra de prostaglandina a porcentagem de
animais que apresentam manifestacées de estro dentro de 3 a 4 dias € de 60-
70%. Ja quando sao realizados duas aplicagbes com intervalo de 9 a 12 dias
100% dos animais apresentam estro. A eficacia da prostaglandina depende da
funcionalidade do corpo luteo, sendo maior nos dias 5 a 10 do ciclo estral. O
intervalo entre a administracdo da PGF», e 0 inicio do estro tem sido bastante
variado, devido ao estadio de desenvolvimento folicular quando a lutedlise é
induzida (RUBIANES et al., 2000).

Ovelhas tratadas com prostaglandina durante a fase luteal tem o
intervalo do tratamento ao estro de 1,5 a 2,5 dias. Em contraste ovelhas
ciclando naturalmente iniciam a lutedlise 3 a 4 dias antes do estro (ZARCO et
al., 1988; NEPHEW et al., 1991; CARDENAS et al., 1993). PGF,, exdgena
provoca uma diminuicdo na concentracdo de progesterona (<0,25 ng/mL)
dentro de 8-12 h. A taxa média de progesterona cai aproximadamente 1 ng/mL
por dia na lutedlise de ovelhas néo tratadas (ACRITOPOLOU et al., 1977;
RAHMANIAN & MURDOCH, 1987). Interessante é que em animais com o estro

induzido com PGF»4 a duracéo do ciclo estral subsequente tem um dia a mais e



a formacdo do CL é mais lenta do que aquelas que entram em estro sem

PGF24 exdgena (CARDENAS et al., 1993).

Houghton et al., (1995) observaram em ovelhas que foliculos que
ovulam espontaneamente durante o ciclo estral sdo maiores que aqueles que

ovulam com estro induzido com PGF ;.

2.2.5 Gonadotrofina coriénica equina (eCG)

O eCG é um horménio glicoproteico (CHRISTAKOS & BAHL et al.,
1979), utilizado para inducdo da ovulacdo (COLE, 1975), em animais em
anestro, durante a estacao reprodutiva e na inseminacao artificial em ovelhas
(RUBIANES et al., 1996). Em ovelhas o eCG tem uma meia vida longa de até
60 h, principalmente devido a alta quantidade de acido sialico em sua molécula
(MARTINUK et al.,, 1991; SMITH et al., 1993). Esta gonadotrofina possui
atividade FSH pronunciada, além de atividade LH em espécies diferente a do
equino (STEWART et al., 1976; COMBARNOUS et al., 1981). Essas
caracteristicas fazem com que o eCG seja utilizado exdégenamente para
inducao e sincronizacdo do estro e da ovulacdo. Em ovelhas este tratamento
hormonal é utilizado em associagdo com esponjas vaginais que liberam
progestagenos seguido por uma injecdo de eCG de 400 a 600-Ul (GORDON,
1997).

Uma aplicacdo de eCG no final do tratamento com progestagenos tem
apresentado um resultado mais preciso e seguro para sincronizacdo do estro

(GORDON, 1971; O'DOHERTY & CROSBY, 1990; OYEDIJI et al., 1990;



CROSBY et al., 1991). Estéa precisa sincronizacao € importante para aplicacdo

da inseminacdo com tempo pré-fixado (TRITSCHLER et al., 1991).

2.2.6 Hormonio liberador de gonadotrofinas (GNRH)

A ovulacao pode ser induzida em ovelhas em anestro pela administracéao
exogenas de hCG, GnRH e LH (McLEOD et al., 1982; McNATTY et al., 1981;
WALLACE et al.,, 1986; GOODMAN & KARSH, 1988) ou pelo aumento da
liberacdo de LH enddgeno provocado pela exposicdo das fémeas em pré-
estacdo ao carneiro (MARTIN & SCARAMUZZI,1993).

S&0 necessérias repetidas injecdes de LH (McNEILLY et al., 1982) ou
GnRH (McLEOD et al., 1982; McNATTY et al., 1982) para imitar o padrao de
secrecdo de LH que seja capaz de induzir a ovulagdo durante a estacao de
anestro semelhante a que ocorre na fase folicular do ciclo. Nao obstante a isso
também é seguido frequentemente de uma funcdo luteal anormal na maioria
dos animais (McLEOD et al., 1982). Porém pré-tratamento com progesterona
antes do inicio do tratamento com GnRH leva a uma funcgdo luteal normal
(McLEOD et al., 1982; McLEOD & HARESIGN, 1984). O intervalo da aplicagao
do GnRH até o inicio do pico de LH tem sido relatado ser significantemente
maior em animais pré-tratados com progesterona de aproximadamente 34h em
relacdo aos que nao receberam pré-tratamento de aproximadamente 22h
(McLEOD et al., 1982) indicando que os animais que ndo foram pré-tratados
apresentaram uma funcdo luteal anormal devido a um curto periodo de
exposicao do foliculo em desenvolvimento a secrecdo de LH antes do pico de

LH (HUNTER et al., 1986).



A aplicacdo de GnRH pode induzir a ovulagdo em ovelhas com foliculos
responsivos presentes durante o anestro, induzindo um pico de LH (RUBIANES
etal., 1997

O’'Shea et al.,, (1984) relatam que o corpo luteo desenvolvido pela
aplicacgo de GnRH em ovelhas em anestro possui um ndamero
significantemente menor de células grandes e pequenas do que aqueles de um
ciclo normal. Hunter et al., (1986) realizaram estudos para verificar a incidéncia
da funcao luteal anormal utilizando bélus de injecbes de GnRH com e sem pré-
tratamento com progesterona, verificaram ndo haver diferencas nas células da
granulosa entre os dois tratamentos, mas na sua capacidade esteroidogénica e
na presenca de receptores, concluiram que para a formacédo de corpo luteo
normal, o foliculo precisa passar por uma fase de maturagéo para responder ao
pico de LH, aumentando o numero de receptores de LH e secrecdo de
estradiol, e isto foi observado em todos os animais pré-tratados com
progesterona.

O grau de crescimento dos grandes foliculos presentes quando GnRH é
administrado é um fator importante a ser considerado, o ambiente enddécrino
antes da inducéo da elevacédo do LH é mais importante do que o tamanho do
foliculo em determinar a resposta ovulatéria Assim a habilidade do foliculo em
responder a estimulos ovulatérios exdgenos depende provavelmente de
gonadotrofinas durante o estagio de crescimento e de um ambiente hormonal

em que esta exposto (RUBIANES et al., 1997).



Em ovelhas receptores de LH desenvolvem-se na célula da granulosa

somente em foliculos com tamanho 3 3mm (WEBB et al., 1982), sob

estimulacéo do FSH e estradiol. (RUBIANES et al., 1997).

A administracdo de GnRH em ovelhas tratadas com FSH ou eCG
sincroniza o momento de ovulagdo. Protocolos com GnRH tém mostrado
resultado com alta sincronizacdo do momento da ovulagdo. Essa sincronia
provavelmente contribui para melhorar a producdo de embribes devidos a
melhora na taxa de fertilizacdo do 6vulo. O uso do GnRH em programas de
colheitas de oocitos ou embrides pode ser recomendado, quando tempo pré-
fixado de inseminacéo é usado (WALKER, et al., 1986).

Quirke, et al., (1979) relatam que quando 50 nmg de GnRH aplicado 24
horas apds a retirada das esponjas impregnadas com P4 ocorre ovulacdo em
24 horas em 44 a 46% das ovelhas e em 34 horas em todas ovelhas.
Nancarrow et al., (1984) relatam que a administracdo de 50 ng GnRH em
ovelhas tratadas com eCG aumenta a taxa de ovulacao, fertilizacdo, e a
sincronizacao da ovulacgéo.

Ovelhas pré-tratadas com esponjas intravaginal de progestagenos por
12 dias seguido de 1200 Ul de eCG, 36 horas antes da retirada da esponja e
24 horas apés a retirada das esponjas 25 ng de GnRH, indicam que o
tratamento com GnRH melhora o tempo de sincronizagdo da ovulacédo e
aumenta a taxa de fertilizacdo e a producdo de embrides. A inclusdo desse
tratamento é recomendada por baixar significantemente o custo, quando baixas

doses por ovelha sédo usados, eliminando falhas na fertilizacdo que representa
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0 maior problema em ovelhas no programa de colheita de embrides (WALKER
et al., 1989).

Em estudos realizados por Eppleston et al., (1991), foram utilizados MAP
por 12 a 13 dias com 400 Ul de eCG no dia da retirada da esponja e 40 ng de
GnRH 36 ou 44 horas ap6s. O pico de LH ocorreu entre 1 a 4 horas, e as
ovelhas tratadas com GnRH a 36 horas tiveram um aumento na ocorréncia da
ovulacao 58 horas ap0s a retirada da esponja. Os autores concluiram que o
emprego do GnRH é recomendado quando a inseminacéo for realizada em
tempo pré-fixado.

Rubianes et al., (1997, utilizando esponjas com MAP por 12 dias,
PGF24, € GNnRH, observaram que os foliculos grandes que se desenvolveram
no inicio da fase luteal podem ovular em resposta a estimulagcdo com GnRH. A
magnitude do pico de LH atinge 56,1 ng/mL, e ocorre em todas as ovelhas 1 a
2 horas apoés o tratamento com GnRH. Todas as ovelhas ovularam dentro de

48 horas, desenvolvendo fase luteal normal e retornam ao estro apos 18 dias.



3. MATERIAL E METODOS
3.1- Animais experimentais e instalacdes

O experimento foi realizado na pré-estacdo reprodutiva outubro a
dezembro de 2002, em latitude de 22°S, foram utilizadas fémeas ovinas da
raca Suffolk, oriundas do Instituto de Zootecnia de Itapetininga com peso
corporal de 40 a 80 Kg, com idades de dois a sete anos, e um macho
vasectomizado previamente examinados quanto ao estado clinico geral,
sanitario e reprodutivo.

Os animais permaneceram no Laboratério de Estudos de Biotecnologia
Aplicada a Reproducdo de Ovinos e Caprinos, do Departamento de
Reproducdo Animal e Radiologia Veterinaria, da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia/UNESP-Botucatu em baias de 3x3 m, sob luminosidade
natural, e receberam agua e sal mineral ad libitum, alfafa pré-murchada como

volumoso e sal proteinado especialmente formulado para ovinos (Nutrumin®)

na proporcao de 200 g/cabeca/dia.

3.2.) Ensaios Laboratoriais:
Foi realizado acompanhamento clinico-endocrinolégico dos efeitos dos
hormdénios na sincronizacdo do estro e ovulacdo e funcionalidade do corpo

[Uteo.
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3.2.1) Sincronizagao do estro

Confeccéo das esponjas

As esponjas utilizadas no experimento foram confeccionadas um dia
antes de sua utilizacdo com espuma sintética de alta densidade, cortadas por
cilindro de aluminio de forma circular, colocado um corddo de 20 cm atado em
cruz para facilitar sua retirada. As esponjas foram lavadas secas, autoclavadas
e impregnadas com 60 mg de Acetato de medroxiprogesterona (Evigesto )
Agribands) distribuido por toda a superficie da esponja previamente umedecida
por alcool. A secagem se processou em estufa bacteriolégica por 24 horas.
ApoOs a higienizagdo da vulva as esponjas foram inseridas na vagina com
auxilio de espéculo tubular de metal lubrificado.

Os animais foram divididos em grupos de acordo com o tipo de
tratamento:

Grupo controle (n=12): a induc&o/sincronizacao do estro foi realizada
com esponjas intravaginais impregnadas com 60 mg de Acetato de
medroxiprogesterona (Evigesto "Agribands) que permaneceram inseridas por
12 dias. No dia da retirada das esponjas (RE) foi aplicado por via Intra
Muscular (via IM) 400 Ul de eCG (Gonadotrofina sérica equina, Folligona -
Intervet), protocolo controle (FIG. 1).

Nos gupos experimentais: utilizou-se esponja vaginal impregnada com
60 mg de Acetato de medroxiprogesterona (Evigesto "Agribands) que
permaneceu inserida por 4 ou 5 dias. Na retirada da esponja administrou-se
100 ny de PGF2, (via IM) (D-Cloprostenol sédico, Prelobarf -Intervet) (FIG. 2 a

4) e adicionalmente:



Grupo Experimental | (n=12): no dia da colocagdo da esponja foi feita
aplicacdo de 0,1 mg de BE (Benzoato de estradiol, Estrogin? -Farmavet), via IM
protocolo I, e 48 horas ap6s a RE 50 ng de GnRH (via IM) (Gonadorelina,

Fertagilo-lntervet) (FIG. 2).

Grupo Experimental 1l (n=6): no dia colocacdo da esponja foi
administrado 35 mg de progesterona injetavel (via IM), e 0,1 mg de BE
(Estrogin® - Farmavet) via IM, na retirada da esponja aplicou-se 400 Ul de eCG
(Gonadotrofina sérica eqiina, Folligon®— Intervet) (via IM), protocolo Il e 48
horas apés a RE 50 ng de GnRH (via IM) (Gonadorelina, Fertagilo—lntervet)
(FIG. 3).

Grupo Experimental 1l (n=12): no dia da colocacdo da esponja
administrouse 35 mg de progesterona (via IM), e 0,2 mg de BE (Estrogin®-
Farmavet) por via IM, na retirada da esponja foi aplicado 400 Ul de eCG
(Folligon®- Intervet) (via IM), protocolo Il , 56 h apds a RE 50 ny de GnRH (via
IM) (Gonadorelina, Fertagilo—lntervet) (FIG. 4).

Grupo Experimental IV (n=14): no dia da colocagdo da esponja
administrowrse 35 mg de progesterona por via IM, e 0,3 mg de BE (Benzoato
de estradiol, Estrogin®- Farmavet) por via IM, sendo que as esponjas
permaneceram por 5 dias, protocolo IV (FIG. 5).

Em relacdo aos protocolos de sincronizacao dos estros, o dia da retirada
da esponja foi denominado D 0 (dia zero), enquanto que o periodo em que se
realizou a sincronizagdo recebeu uma escala decrescente de valores em dias.

Dessa forma, o0 momento de colocacao das esponjas foi denominado D -12 (dia
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menos doze) no grupo controle e no D -4 (dia menos quatro) e D -5 (dia menos
CiNco) NOs grupos experimentais.
O periodo posterior a retirada da esponja em cada grupo recebeu uma

escala crescente de valores em dias.

estro
D-12 medr oxipr ogesterona Do D|1 D|2 D|3 D|4
12 dias
Ovulacao
Colocagéo R.E.
daesponja eCG

FIGURA 1- Representacdo esquematica do protocolo controle de
inducéo/sincronizacdo do estro em ovinos do Grupo controle (n=12),
com emprego de esponja vaginal impregnada com 60 mg de
medroxiprogesterona (MAP) por 12 dias, e administracdo de 400 Ul de
gonadotrofina coribnica equina (eCG) na retirada da esponja (RE),
tomando como referéncia o dia da retirada da esponja (DO).

estro
D-4 medr oxipr ogester ona Dl D2 D3 D4
4 dias \t \t 9’
Ovulagéo
Colocagédo
daesponja PGan GnRH
0,1 mgdeBE
FIGURA 2- Representagdo esquematica do protocolo | de

inducao/sincronizacdo do estro em ovinos do Grupo experimental |
(n=12), com emprego de esponja vaginal impregnada com 60 mg de
medroxiprogesterona (MAP) por 4 dias, e administracdo de 0,1 mg de
benzoato de estradiol (BE) na colocacéo da esponja; e 100 ny de D-
cloprostenol (PGF.,a) na retirada da esponja (RE); e 50 ng de
gonadorelina (GnRH) 48 h apds, tomando como referéncia o dia da
retirada da esponja (DO).



estro

D4 medr oxiprogesterona Do D|1 D2 D|3 D|4
4 dias i i a»
Col B Ovulagéo
olocacao R.E.
daesponja eCG GnRH
0,1 mg de BE + PGF.,
35mgdeP,
FIGURA 3- Representacdo esquematica do protocolo Il de

inducao/sincronizacdo do estro em ovinos do Grupo experimental I
(n=6), com emprego de esponja vaginal impregnada com 60 mg de
medroxiprogesterona (MAP) por 4 dias, e administracdo de 0,1 mg de
benzoato de estradiol (BE) e 35 mg de progesterona (P4) na colocagéo
da esponja; e 400 Ul de gonadotrofina coribnica equina (eCG) e 100 ng
de D-cloprostenol (PGF.a) na retirada da esponja (RE); e 50 ng de
gonadorelina (GnRH) 48 h apds, tomando como referéncia o dia da
retirada da esponja (DO0).

estro
D4 medr oxipr ogesterona DO ETl D2 ET3 D|4
4 dias ?
Ovulagéo
Colocagéo R.E. GnRH
daesponja eCG
0,2 mg de BE + PGF,.
35mgdeP,
FIGURA 4- Representacdo esquematica do protocolo Il de

sincronizagdo do estro em ovinos do Grupo experimental Il (n=12),
com emprego de esponja vaginal impregnada com 60 mg de
medroxiprogesterona (MAP) por 4 dias, e administracdo de 0,2 mg de
benzoato de estradiol (BE) e 35 mg de progesterona (P4) na colocacao
da esponja; e 400 Ul de gonadotrofina coriénica equina (eCG) e 100 ny
de D-cloprostenol (PGF.a) na retirada da esponja (RE); e 50 ngy de
gonadorelina (GnRH) 56 h apds, tomando como referéncia o dia da
retirada da esponja (DO).
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D5 medr oxiprogesterona Do
5dias
Colocagéo R.E.
daesponja PGFz
0,3 mg deBE +
35mgdeP,

FIGURA 5- Representacdo esquematica do protocolo IV de

sincronizagdo do estro em ovinos do Grupo experimental IV (n=14),

com emprego de esponja vaginal impregnada com 60 mg de

medroxiprogesterona (MAP) por 5 dias, e administracdo de 0,3 mg de

benzoato de estradiol (BE) e 35 mg de progesterona (P4) na colocagéo

da esponja; e 100 ng de D-cloprostenol (PGF,a) na retirada da esponja

(R.E.), tomando como referéncia o dia da retirada da esponja (DO).
3.2.2 Avaliacéo ultra-sonografica

Iniciando-se dois dias antes da inducdo/sincronizacdo do estro, 0s

animais dos cinco grupos tiveram os ovarios monitorados a cada 24 horas, com
ultra-som B - mode scanner (SSD-500; Aloka Co. Ltda, Japao) equipado com
transdutor linear 7,5 MHz (Modelo UST-660-7.5; Aloka Co. Ltda, Japao)
desenvolvido para exame transretal de préstata em humanos, mas validado
para o presente estudo em ovinos (SCHRICK, et al., 1993; RAVINDRA, et al.,
1994). As ovelhas foram colocadas em estagcdo contidas por um tronco préprio
para pequenos ruminantes, apds a remocédo das fezes foi introduzido no reto
carboximetilcelulose na forma gel, através de uma seringa de 20 mL, para
lubrificar e aumentar a superficie de contato. O transdutor foi introduzido no
reto até a deteccdo da bexiga urinaria e Gtero, a visualizacdo dos ovarios era

obtida rotacionando-se o transdutor lateralmente, e quando necessario a

imagem era “congelada”. Quando a primeira ovelha manifestou estro o



desenvolvimento folicular foi acompanhado a cada duas horas até a
constatacao da ovulagéo, ou até 48 horas apos a aplicacdo de GnRH em todos
0s animais do grupo, exceto nos animais do Grupo IV, onde ndo foram
observados a manifestacdo do estro e o0 momento da ovulagdo. Nos dias
subsequentes a formacdo do corpo lateo foi por ultra-sonografia

acompanhadas diariamente até o 10° dia ap0s a ovulagéo (FIG. 6).

estro

Exame de ultra-sonografia 24/24h | 2/2h 24/24 h

\L 3 \L ovulacdo _ .

dCol ocagao Retirada 10 dlals a;zos

2 diasantes 92 &PONa daesponja aovulacao
deiniciar do
tratamento

FIGURA 6- Representacao esquemética do cronograma dos exames ultra-sonografico
realizado a cada 24 h dois dias antes do inicio do tratamento até o inicio do estro, e a
cada 2 h do inicio do estro a ovulacdo, e cada 24 h da ovulagéo ao décimo dia apds a
ovulacéo, em ovelhas do grupo controle e experimental de | a Ill, no grupo IV as ultra-
sonogréfias foram realizadas até a retirada da esponja a cada 24 h.

As imagens obtidas dos ovarios foram desenhadas em esquemas
bidimensionais, e os dados da mensuracao das estruturas foram planilhados de
maneira a permitir a identificacdo e acompanhamento das estruturas durante
os dias subsequentes. De cada foliculo ou corpo luteo e de sua cavidade
quando detectados foram realizadas duas mensuracfes dos diametros para
obter-se a média de cada estrutura.

A andlise retrospectiva do acompanhamento individualizado dos foliculos

em ambos 0s ovarios em conjunto permitiu 0 estabelecimento do padréo de



crescimento folicular em ondas (onda folicular), caracterizado pelas fases de
crescimento, estatica e atresia (FIG. 16 a 20; ANEXO ).

Os parametros avaliados no periodo de observacédo foram, niamero de
ondas foliculares, o dia da emergéncia da onda folicular, inicio da onda apds o
tratamento, duracdo da onda, taxa de crescimento dos foliculos, duracdo do
crescimento, tamanho do foliculo na aplicacdo do eCG, taxa de crescimento
apos o eCG, fase estética, fase de atresia, taxa de atresia, dia em que o
foliculo atingiu o diametro maximo, diametro maximo do foliculo, intervalo inter-
onda, numero de foliculos pequenos médios e grandes em cada intervalo inter-
onda, numero de foliculos maiores de 4,5 mm, numero de foliculos que
ovularam, a existéncia de ovulacdo e a formacéo do corpo lateo.

A ovulacao foi confirmada quando o foliculo ovulatério maior da onda (3
4,5 mm) ndo mais foi detectado, com formacdo do corpo lateo e concentracéo
média de progesterona® 1ng/mL no quinto e décimo dia apos a ovulacéo.

Durante a realizacéo do protocolo de sincronizacao/inducéo do estro, ao
se conseguir caracterizar um padrao tipico de crescimento folicular onda, este
foi denominado primeira onda, o seguinte segunda onda e aquele no qual

ocorreu a ovulacao, onda ovulatoria (FIG. 16; ANEXOI).

3.2.3 Critérios para caracterizagdo da dindmica folicular

Onda de crescimento folicular: foi considerado a emergéncia de um ou mais
foliculos antrais dentro de um periodo de 48 h, com o crescimento de foliculos
maior que 2 mm a 3 4,5 mm de didmetro. Quando um ou mais foliculos

atingiram o mesmo didmetro méximo, o foliculo que atingiu o diametro méaximo



primeiro e/ou permaneceu no didmetro maximo por um periodo maior de tempo
foi considerado o grande foliculo da onda.

Onda folicular anovulatéria: foi considerado quando um ou mais foliculos
cresceram a® 4,5 mm de didmetro e ndo ovularam.

Onda folicular ovulatéria: foi considerado quando um ou mais foliculos
cresceram a3 4,5 mm de didmetro e ovularam.

Duracdo da onda folicular: foi considerada a duracdo em dias do
crescimento, fase estética e a fase de atresia.

Duracédo da onda folicular ovulatéria: foi considerado o intervalo entre o dia
da emergéncia do foliculo ovulatério até o dia da ovulacao.

Dia do inicio da onda: dia da emergéncia da onda apds o inicio do tratamento.
Dia da emergéncia da onda folicular: ao foliculo atingir diametro 3 4,5 mm foi
encontrado retrospectivamente, o0 momento em que pela primeira vez seu
didametro foi 2 3mm, considerando-se entdo o dia anterior como o0 da
emergéncia da onda.

Fase de estatica: numero de dias em que nao foi observado crescimento e
regressdo do foliculo, tempo em que o foliculo permaneceu com o mesmo
diametro.

Taxa de crescimento dos grandes foliculos da onda (ovulatéria e
anovulatéria): foi calculado o crescimento de quando o foliculo tinha mais de 2
mm até o diametro maximo dividida pelo nimero de dias envolvidos.

Duracdo do crescimento: numero de dias entre a primeira mensuracao do

diametro folicular e o ultimo dia de detec¢édo do diametro maximo do foliculo.
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Taxa de atresia: dos foliculos da onda anovulatéria foi calculado o dia em que
o foliculo atingiu seu diametro maximo até o dia em que regrediu até 2 a 3 mm
de diametro dividido pelo numero de dias envolvidos.
Dia do didmetro maximo: primeiro dia em que o foliculo atingiu seu diametro
maximo.
Diametro maximo: didmetro maximo atingido pelo foliculo.
Intervalo inter-onda: numero de dias entre a emergéncia de uma onda
folicular até o dia do aparecimento da onda subsequente.

Nenhuma tentativa foi feita para determinar se um ou mais foliculos
expressaram dominancia

Os foliculos foram classificados como pequenos (diametro de 2a < 3
mm); médios (didametro de 3,0 a 4,5 mm) e grandes (didametro maior que 4,5

mm) segundo critério utilizado por Meikle et al., (2001).

3.3) Caracterizacao e cronologia das manifestacdes de estro

Objetivou-se a observacdo do momento de ocorréncia do estro para
determinar o nimero de animais que apresentara manifestacdes de estro, o
tempo decorrido entre a retirada da esponja e o inicio do estro, e do estro até a
ovulacéo.

Apés a retirada da esponja as ovelhas permaneceram com um macho
vasectomizado (rufido) para deteccéo do inicio das manifestacdes do estro, a
marcacao foi feita com pigmento em po, (Xadrez?), dissolvido em 6leo vegetal
passado na regido external do animal. A cronologia e comportamento sexual

das ovelhas foram observados incluindo a aceitagcdo de monta realizada pelo



rufido. Foram consideradas em estro aquelas ovelhas que se mantiveram

paradas sob a monta do macho e marcadas pela tinta.

3.4 Quantificacédo da progesterona

A mensuracdo das concentracdes plasmaticas de progesterona (Pg)
visou verificar a condicdo da atividade ciclica das ovelhas, confirmacdo da

ocorréncia da ovulagéo além da constatacdo da funcionalidade do corpo luteo.

Para a determinacdo de P4 colheitas de sangue das ovelhas de cada
grupo se iniciaram 10 dias antes da colocacdo das esponjas, no dia da
colocacdo das esponjas, e no 5° e no 10° dias apds a ovulacdo, sendo todas
as amostras obtidas em horario pré-estabelecido no periodo da manha FIG.
7), através da puncdo da veia jugular, recolhidas em tubos de vidros
heparinizados com sistema a vacuo. As amostras foram centrifugadas a 400 g
durante 5 minutos para extracdo do plasma e estocadas a —20°C em aliquotas
de 1,0 mL até o momento das analise.

estro

1° gP4 2° gPs 3°| aPs & Py
I |
medr oxiprogesterona
‘L ovulacao \L
10 dias antes do Colocaggo da Retirada 5diasap6s 10 dias apos
iniciodo esponja, inicio da esponja aovulagdio aovulagdo
tratamento do tratamento

FIGURA 7- Representacdo esquematica do cronograma da quantificacdo de
progesterona (gP,) em ovelhas do grupo controle e experimental de | a Ill, com estro
sincronizado, realizado 10 dias antes do inicio do tratamento, no dia da colocac¢do da
esponja e 5 e 10 dias apos a ovulagéo.
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As analises hormonais para determinacao de P, foram realizadas em um
anico ensaio no Laboratério de Endocrinologia do Departamento de
Reproducdo Animal e Radiologia Veterinaria da UNESP-Botucatu por
radiimunoensaio (RIA), com a utilizagdo de kits comerciais em fase solida da
DPC (Diagnostico Products Corporation, Los Angeles, CA, USA), e contador
gama automatizado (Vitek, modelo Kinet Count 48, USA), que forneceram os
resultados automaticamente interpolados em ng/mL. Inseriu-se trés repeticoes,
em duplicata, no inicio meio e fim do processo de analise, de uma amostra

controle (Pool de plasma), para avaliagao de eventual erro intra-ensaio.

Especificidade: O anti-soro de progesterona Coat-A-Count é altamente
especifico para progesterona, particularmente com baixa reatividade cruzada
para outros estréides ou drogas terapéuticas que possam estar presentes nas

amostras (TAB. 7; ANEXO. I).
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3.5 Anélise estatistica

Os dados foram testados quanto a normalidade e homogeneidade de
variancias pré-requisitos necessarios para a analise de variancia e assim
analisados, sendo as médias comparadas através do teste de Tukey ao nivel
de significancia de 5%;

Para a andlise estatistica, os parametros das variaveis namero de
foliculos pequenos, médios, grandes, > 4,5mm e foliculos que ovulam foram
transformadas em log(x+1). e submetidos a analise de variancia, sendo as
médias comparadas através do teste de Tukey ao nivel de significancia de 5%;

Os dados das variaveis, dia do inicio da onda ap6s o tratamento e inicio
da onda antes da retirada da esponja, foram analisados usando a anélise de
variancia ndo paramétrica de Kruskal-Wallis;

Andlise de variancia e teste de Dunnett para comparar as variaveis das
ondas ovulatérias dos grupos experimentais com a primeira onda do grupo
controle;

Teste t de Student para amostras pareadas (dependentes) para
comparar a primeira e a segunda onda do grupo controle;

Teste exato de Fisher para verificar associacdo entre grupos e tempos
do estro e ovulagéo.

As analises estatisticas foram efetuadas empregando-se o programa

SAS Statistical Analysis System. (SAS, 1997 e 1999; 1998).
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4. RESULTADOS
4.1 Dinamica folicular durante o protocolo de sincronizacao/inducao do
estro

No exame de ultra-sonografia realizado durante o protocolo de
inducado/sincronizacdo do estro, nas ovelhas Suffolk dos Grupos controle e
experimentais (I a IV), mostrou que o crescimento folicular ocorreu como
padrdo de onda folicular, sendo que as caracteristicas da primeira onda
durante o periodo de sincronizacdo do estro (duracdo da onda, duracdo do
crescimento, fases estética e de atresia, taxa de crescimento e atresia e o
diametro méaximo atingido pelo foliculo) estédo descritas na TAB. 1.

O didmetro do foliculo no inicio do tratamento, dia do inicio da onda,
intervalo inter-onda e o numero de foliculos pequenos, médios, grandes e
maiores de 5, mm também estdo naTAB. 1.

Durante o periodo de manutencdo da inser¢cdo da esponja por 12 dias,
além da onda ovulatoria, 33% dos animais (4/12) do Grupo controle,
apresentaram padréo de crescimento folicular com uma onda (primeira onda) e
66% (8/12) padrédo de duas ondas foliculares (segunda onda), ndo sendo
constatadas diferencas (P>0,05) entre elas quanto as variaveis avaliadas
(TAB. 2).

As caracteristicas da primeira e segunda onda do Grupo controle
durante o protocolo de sincronizacao/inducdo do estro estdo descritas na TAB.
2.

As ovelhas dos quatro Grupos experimentais, por permanecerem com a

esponja inserida por um periodo de 4 ou 5 dias, 66% (8/12) do Grupo |, 33%
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(2/6) do grupo Il e 33% (4/12) do Grupo I, tiveram oportunidade de manifestar
apenas a primeira onda, ndo apresentando diferencas entre 0os grupos controle
e experimentais (TAB. 1).

Apesar do Grupo | também ser de curta duracédo ele apresentou um
namero maior de animais com a primeira onda, isso se deve ao fato de que
esses animais tiveram o inicio da onda apds o inicio do tratamento antes do
gue os outros grupos de curta duracéo (TAB. 1).

Nas doses empregadas (0,1 a 0,3 mg) a aplicacao do estrégeno (BE) na
colocacdo da esponja ndo 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 ndo foi sincronizada, como pode ser comprovado pelo inicio da onda

apos o tratamento naTAB. 1.
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TABELA 1 - Valores médios (média + EPM), das caracteristicas da primeira
onda de crescimento folicular, observadas durante o tratamento

de sincronizacdo de estro das ovelhas Suffolk dos Grupos
controle e Experimentais (I a IV).

GRUPO
VARIAVEL CONTROLE | I Il \Y

(n =12/12) (n =8/12) (n =2/6) (n =4/12) (n =10/14)
Diam. fol. inicial (mm) 398+0,26 443+0,17 500+£0,19 499+0,30 4,21+0,32
Dia inicio da onda (dia) 217+030 1,75+043 150+0,43 283+0,39 1,50+0,60
Duracgéo da onda (dia) 6,79+0,33 6,11+0,20 550+050 575+0,63 5,55+0,17
Duracéo do cresc. (dia) 267+0,22 294+0,18 2,00+0,00 250%+0,29 250+£0,15
Duragéo da atresia (dia) 2,42+0,18 1,89+0,11 2,00+0,00 1,75+0,25 1,90+ 0,22
Fase estéatica (dia) 192+0,15 128+0,15 150+0550 150+0,29 1,20+0,11
Dia do diam. max. (dia) 365+0,18 3,46+0,18 3,00+x0,00 3,75+0,48 3,35+0,20
Intervalo inter-onda (dia) 4,75+0,30 3,83+0,31 3,50+0,50 4,00+0,00 4,60+0,40
Taxa de cresc. (mm/dia) 0,85+0,06 090+0,12 1,05+0,15 0,98+0,09 1,00+0,07
Taxa de atresia (mm/dia) 0,97 +0,04 0,98+0,10 1,00+0,10 1,21+0,07 1,08+0,10
Diametro max. (mm) 494+0,13 526+054 460+0,20 5,75+0,48 5,34+0,19
Foliculo pequeno (n®) 10,25+0,8 1156+1,72 650+150 6,75+1,11 2J,10+1,17
Foliculo médio (n%) 458 +0,48 456+069 250+x150 3,25+0,25 4,30%0,70
Foliculo grande (n%) 275+0,39 1,78+0,36 150+0,50 2,00+0,41 2,30+0,42
Foliculo>4,5mm (n®) 1,75+0,25 1,22+0,15 100+0,00 1,25+0,25 1,50+0,17

EPM = Erro Padrdo da Média.

P > 0,05 entre os grupos, para todas as variaveis da onda estudadas

Diam.= diametro; fol.= folicular; cresc.= crescimento; diam.= diametro max.= maximo; mm=milimet

Grupo controle MAP por 12 dias e na retirada da esponja eCG

Grupo | 0,1 mg de BE e MAP por 4 dias, na retirada da esponja aplicagdo de PGF2a e 48 h apés a RE GnRH

Grupo 11 0,1 mg de BE, 35 mg de progesterona injetavel e MAP por 4 dias, na retirada da esponja aplicagéo de eCG e
PGF. e 48 h ap6s a RE GnRH.

Grupo Il 0,2 mg de BE, 35 mg de progesterona injetavel e MAP por 4 dias, na retirada da esponja aplicacéo de eCG e
PGF. e 56 h ap6s a RE GnRH.

Grupo IV 0,3 mg de BE, 35 mg de progesterona injectavel e MAP por 5 dias, na retirada da esponja aplicacéo de
PGRa.
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TABELA 2- Valores médios (média + EPM), das caracteristicas da
primeira e segunda onda de crescimento folicular,

observadas durante o protocolo de dncronizacdo de estro
das ovelhas Suffolk do Grupo controle.

ONDA FOLICULAR - GRUPO CONTROLE

VARIAVEL PRIMEIRA SEGUNDA
(n =12/12) (n = 8/12)

Duracao da onda (dia) 6,79 + 0,33 6,13+ 0,44
Duracéo cresc. (dia) 2,67 +0,22 2,41 +0,26
Duracao da atresia (dia) 2,42 +0,18 2,13+0,30
Fase estatica (dia) 1,92 +0,15 1,63+0,18
Dia do diam. max. (dia) 3,65+0,18 3,16 £ 0,23
Intervalo inter-onda (dia) 4,75+ 0,30 4,25 +0,25
Taxa cresc. (mm/dia) 0,85 + 0,06 0,84 +£0,11
Taxa de atresia (mm/dia) 0,97 £ 0,04 1,07 £ 0,08
Diametro max. (mm) 4,94 +0,13 4,86 £ 0,19
Foliculos pequenos (n%) 10,25 + 0,89 11,75+ 1,25
Foliculos médios (n®) 458 + 0,48 5,25+ 0,73
Foliculos grandes (n%) 2,75+ 0,39 1,75+ 0,37
Foliculos > 4,5 mm (n9) 1,75 + 0,25 1,25 + 0,25

EPM = Erro Padrdo da Média. P > 0,05 entre os grupos, para todas as variaveis da onda estudadas
crec.= crescimento; diam.= didmetro max.= maximo; mm=milimetro
Grupo controle MAP por 12 dias e na retirada da esponja eCG
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4.1.2 Onda folicular ovulatoria

A onda folicular ovulatéria foi considerada a onda onde um ou mais
foliculos cresceram até o diametro ovulatorio e ovularam (TAB. 3). Sendo
observada em 100 % dos animais dos Grupos controle (12/12) e 1l (6/6), e em
50% (6/12) do Grupo | e 91% (11/12) do Grupo lll, no Grupo IV n&o foram
observados o estro e a ovulagdo, mas o efeito da dose do estrogeno (0,3 mg)
no crescimento dos grandes e pequenos foliculos e na emergéncia de uma
nova onda de crescimento folicular (TAB. 1 e 3).

As descricbes das caracteristicas da onda folicular ovulatéria (duracdo
da onda, duracao do crescimento, fase estética, taxa de crescimento, tamanho
do foliculo na RE (retirada da esponja), inicio da onda antes da RE, taxa de
crescimento ap0s a RE, niumero de foliculos pequenos, médios, grandes e que
ovularam) estdo na TAB. 3.

A duracdo da onda folicular ovulatdria no Grupo Il foi mais curta (4,59 +
0,26 dias), que a onda ovulatéria das fémeas do Grupo Il (5,83 * 0,40 dias)
(TAB. 3).

O dia do diametro maximo aconteceu antes no Grupo | (3,21 + 0,26
dias), em relacdo ao Grupo Il (4,50 + 0,34 dias) (TAB. 3).

As variaveis, duracdo do crescimento, taxa de crescimento, fase
estatica, inicio da onda antes da RE, niamero de foliculos pequenos médios e
grandes, e numero de foliculos que ovularam e o tamanho maximo do CL n&o
diferiram significativamente (P>0,05) entre os grupos (TAB. 3).

O diametro do foliculo dos animais do Grupo | na retirada da esponja

foram estatisticamente menor (P<0,05), em relacdo ao Grupo controle que
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apresentou uma taxa de crescimento ap6s a retirada da esponja menor
(P<0,05) que a do Grupo lll (TAB. 3 e FIG. 8).

O inicio da onda antes da retirada da esponja nao diferiu (p>0,05) entre
0s grupos controle e experimentais (I a lll) (TAB. 3 e FIG 9).

No Grupo Il o didmetro maximo do foliculo ovulatério foi

significativamente maior (P<0,05), que dos demais grupos (TAB. 3 e FIG. 10).

4.2 Sincronizacgéao e ovulacao
4.2.1 Eficacia dos protocolos de sincronizagcdo/inducdo do estro e
ovulacao

ApoOs a inducgéo e sincronizacdo do estro 100% dos animais do protocolo
controle (12/12) e do Grupo Il (6/6) manifestaram estro e ovularam. No Grupo |
apenas 25% (3/12) das ovelhas manifestaram estro e 58% (7/12) ovularam. No
Grupo 1l 100% (12/12) manifestaram estro e 91% (11/12) ovularam, no grupo
IV ndo foi observado o estro e a ovulacdo (TAB. 5).

A caracterizagdo do inicio do estro, momento da ovulagéo o intervalo do
estro a ovulacdo e do GnRH a ovulagcéo dos Grupos controle e experimentais (|
a lll) estdo citados na TAB. 3.

Como a aplicacao de estrogeno (BE) nas doses de 0,1 a 0,3 mg néo
sincronizou a onda de crescimento folicular, houve uma assincronia no inicio
das manifestacdes do estro e no momento da ovulacdo nos Grupos de curta

duracéo (TABS. 3 e 5; FIG. 14).



No grupo controle as manifestacdes do inicio do estro (40,42 + 0,98 h)
aconteceu antes, e diferiu do Grupo | que teve o estro depois (52,33 + 2,33 h)
(TAB. 3 e FIG. 12).

O momento de ocorréncia da ovulacdo do Grupo | diferiu dos demais

grupos (TABS. 3e5; FIG. 12.).
O intervalo do estro até a ovulagdo no Grupo Il foi menor (17,55 + 0,97
h), que a do Grupo |1 (26,33+ 2,03 h) (TAB. 3e FIG. 13).

O momento da aplicacdo do GnRH a ovulacdo no Grupo Il foi menor
(14,55 £ 5,05 h) do que o do Grupo | (36,00 £ 3,31 h) (TAB. 3e FIG. 13).

Os niveis plasmaticos de progesterona do Grupo controle e dos Grupos
experimentais encontram-se resumidos na TAB. 4. Os niveis de progesterona
aumentaram progressivamente do 5° ao 10° dia apos a ovulacdo. Nestes dias
as concentracbes de progesterona do Grupo | (3,02 + 0,47ng/mL) foram
inferiores ao encontrado no Grupo controle (5,90 £ 0,72 ng/mL) (TAB. 4 e FIG.
14).

Em 75% (9/12) das ovelhas do Grupo controle, 66% (8/12) do Grupo I,
16% (1/6) do Grupo Il e 33% (4/12) do Grupo Il apresentaram concentracdes
de progesterona inferiores a 1ng/mL 10 dias antes e no dia do inicio do
tratamento. Dez dias apés o tratamento 100% dos animais do Grupo controle

(12/12) e do Grupo 1l (6/6), e 58% (7/12) do Grupo |, e 91% (11/12) do Grupo llI

apresentaram concentracdes de P4 superior a 1ng/mL (TAB. 4 e FIG. 14).
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Todos o0s animais em que a ovulacdo foi constatada ultra-
sonograficamente apresentaram concentracdes de progesterona acima de
1ng/mL (TAB. 4).

Em 6 ovelhas durante a formacdo do CL foram observados Corpos
Luteos cavitarios de 2 a 5 mm de diametro.

Com relagéo a ovulacéo dos foliculos, houve uma maior percentagem de

ovulacdes no ovario direito (54,55%) do que do lado esquerdo (45,45%).
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TABELA 3 - Valores médios (média + EPM), das caracteristicas da onda
ovulatéria, observadas durante a sincronizagdo de estro das
ovelhas Suffolk dos Grupos controle e Experimentais (I a lll).

GRUPO
VARIAVEL CONTROLE | [ I
(n =12/12) (n =6/12) (n =6/6) (n =11/12)
Duragéo da onda (dia) 529+0,17%® 486+026% 583+040°% 459+0,26"
Dia do diam. max. (dia)  4,07+0,13% 321+0,26° 450+0,34% 355+0,27 %
Duracéo cresc. (dia) 375+0,12% 3,07+0,23% 375+0,17% 327+0,27°
Fase estatica (dia) 1,46+0,17% 164+0,18% 1,83+0,17% 1,23+0,16%
'FE"EC'(gigf‘ ondaantesda  ,ng. 482  071+052° -133+049° -0.27+0,30 °
Diam. do fol. na RE (mm) 4,46 +0,18% 3,11+0,35° 415+0,31%° 353+0,27 %
Ig)r(r?/g:’:)sc apos a RE 056+0,07° 078+010% 078+013% 0,95+0,10°
Taxa cresc. (mm/dia) 0,75 +0,05 2 0,91+007% 094+008°% 091+0,06°
Diametro max. (mm) 5,36 £+ 0,14 b 5,24 +£0,13 b 6,39+0,43° 5,50 £ 0,23 b
Tamanho max. CL (mm) 1,03+0,04% 0,90+0,03% 1,04+0,03% 0,92+0,04°%
Foliculo pequeno (n%) 11,17+0,82% 1186+175% 783+060°% 7,73+1,10°
Foliculo médio (n®) 5092 +0,71 ¢ 371+0,472% 517+1,49°% 3,45+0,34 ¢
Foliculo grande (n%) 275+046% 200+0,31% 217+060°% 2,00+0,30°
Foliculos que ovularam ) o4, 5192 1144014°  1174017% 1274014 °

(n®)
Inicio do Estro (horas) 40,42 +0,98° 52,33+2,33°
Ovulacéo (horas) 61,50 + 1,43 ° 84,00+3,31°
Estro-ovulacédo (horas) 21,08 + 1,42% 26,33 +2,03 ®

GnRH-ovulacéo (horas) 36,00 + 3,31 ¢

4833 + 457%
71,33+ 4,04 °
23,00 + 2,14%°
23,33 + 4,04%°

49,00 + 2,29%°
65,45 + 2,52 °
17,55 + 0,97 °
14,55 + 5,05 °

Diam.= diametro; fol.= folicular; crec.= crescimento; diam.= didametro max.= maximo; mm=milimet; CL= corpo lGteo.

Médias seguidas de mesma letra, nas linhas, ndo diferem entre si (P > 0,05).
EPM = Erro Padrao da Média.
Grupo controle MAP por 12 dias e na retirada da esponja eCG

Grupo | 0,1 mg de BE e MAP por 4 dias, na retirada da esponja aplicagdo de PGF2, e 48 h apés a RE GnRH
Grupo 11 0,1 mg de BE, 35 mg de progesterona injetavel e MAP por 4 dias, na retirada da esponja aplicagéo de eCG e

PGF»a e 48 h ap6s a RE GnRH.

Grupo Il 0,2 mg de BE, 35 mg de progesterona injetavel e MAP por 4 dias, na retirada da esponja aplicacéo de eCG e

PGF. e 56 h ap6s a RE GnRH.



TABELA 4 - Valores médios (média + EPM), das concentracfes de
progesterona  (ng/mL) das ovelhas Suffolk que
apresentaram concentragbes de progesterona acima de
Ing/mL no 5° e 10° dia ap6s a ovulagdo com estro
sincronizado, dos Grupos controle e Experimentais (I, Il e

11).
PROGESTERONA (ng/mL)
GRUPO
QUINTO DIA DECIMO DIA
a a
CONTROLE 3,92+ 0,39 5,90+ 0,72
(n=12) (n=12)
| 1,97 + 0,74° 3,02+0,47°
(n=6) (n=7)
' 2,19+0,24%® 4,41+0,57%
(n=6) (n =6)
" 360+053% 4,73+0,65%
(n=11) (h=11)

Médias seguidas de mesma letra, nas linhas, ndo diferem entre si (P > 0,05).

EPM = Erro Padrdo da Média

Grupo controle MAP por 12 dias e na retirada da esponja eCG

Grupo | 0,1 mg de BE e MAP por 4 dias, na retirada da esponja aplicagdo de PGF.. e 48 h apés a RE GnRH
Grupo 11 0,1 mg de BE, 35 mg de progesterona injetavel e MAP por 4 dias, na retirada da esponja aplicacéo
de eCG e PG € 48 h ap6s a RE GnRH.

Grupo 111 0,2 mg de BE, 35 mg de progesterona injetavel e MAP por 4 dias, na retirada da esponja aplicagao
de eCG e PG, e 56 h ap6s a RE GnRH.
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TABELA 5 - Frequéncia de ovelhas Suffolk em estro e ovuladas apds a

retirada da esponja em programas de sincronizagdo do estro e

ovulacao dos Grupos controle e experimentais (I, 1l e 111).

NuUmero de ovelhas em estro e ovuladas

Variavel Tempo e
(horas) Controle I I 11 P
N % N % % N %
<40 6 500 O 00 333 2 167
40a50 6 500 1 333 333 6 500
Estro 51a60 0 00 2 @67 167 3 250 01597
61a70 0 00 o Qp 167 1 83
Total 121000 3 100,0 1000 12 100,0
<60 3 250 o 00 00 2 182
60a72 9 750 0,0 500 ’ 63,6
Ovulagio 73285 0 00 4 667 333 2 182 0,0014
86a98 0 00 2 333 167 0 00
Total 12 1000 6 100, 100,0 11 100,0

P = nivel descritivo do teste exato de Fisher

Grupo controle MAP por 12 dias e na retirada da esponja eCG
Grupo | 0,1 mg de BE e MAP por 4 dias, na retirada da esponja aplicacéo de PGF2, e 48 h apos a RE GnRH
Grupo 11 0,1 mg de BE, 35 mg de progesterona injetavel e MAP por 4 dias, na retirada da esponja aplicagdo de eCG e

PGFR. e 48 h apos a RE GnRH.

Grupo 111 0,2 mg de BE, 35 mg de progesterona injetavel e MAP por 4 dias, na retirada da esponja aplicagéo de eCG e

PGF. e 56 h ap6s a RE GnRH.
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4.3 Diferencas entre o maior foliculo do grupo controle da primeira onda e
o foliculo ovulatério dos grupos controle e experimentais

Como era esperado que acontecesse a duracdo da onda ovulatoria dos
Grupos controle, I, 1ll foram menor que a da primeira onda, pela auséncia da
fase de atresia (TAB. 6).

Nao houve diferencas nas variaveis dia do didmetro maximo, taxa de
crescimento, numero de foliculos pequenos, médios, grandes e maiores de 4,5
mm entre primeira onda do Grupo controle e as ondas ovulatéria dos Grupos
Controle e experimentais de | a lll (TAB. 6).

A fase estatica foi mais curta nos animais do Grupo IIl (TAB. 6).

O didmetro maximo do foliculo ovulatério foi maior nas ovelhas do Grupo

Il (TAB. 6).



TABELA 6 - Valores médios (média £ EPM), das caracteristicas da onda
ovulatoéria, observadas durante a sincronizacao de estro das
ovelhas Suffolk dos Grupos controle e Experimentais (I a
lll), comparadas com as da primeira onda do Grupo

controle.
GRUPO
VARIAVEL CONTROLE
1*0Onda  Onda Ovul. | ! "

Duracéo da onda (dia) 6,79+0,33 5,29+0,17* 4,86+0,26* 5,83+0,40 4,59 +0,26*
Dia do diam. max. (dia) 3,65+0,18 4,07 +0,13 321+0,26 450+0,34 3,55+0,27
Durac&o do cresc. (dia) 2.67+0,22 3,75+0,12* 3,07+0,23 3,75+0,17* 3,27+0,27
Fase estéatica (dia) 192+0,15 146+0,17 164+0,18 183+0,17 1,23+0,16*
Taxa de cresc. 0,85+0,06 0,75+005 091+007 094+0,08 0,91+0,06
(mm/dia)

Diametro max. (mm) 494+0,13 536+0,14 524+0,13 6,39+0,43* 550+0,23
Foliculo pequeno (n%) 10,25+0,8 11,17+0,82 1186+175 7,83+0,60 7,73+1,10
Foliculo médio (n%) 458+0,48 592+0,71 3,71+0,47 517+1,49 3,45+0,34
Foliculo grande (n®) 275+0,39 2,75+0,46 2,00+0,31 217+0,60 2,00+0,30
Foliculo >4,5mm 1,75+0,25 150+0,19 1,14+0,14 1,17+0,17 1,27+0,14

Diam.= diametro; fol.= folicular; crec.= crescimento; diam.= diametro max.= maximo; mm=milimet

* Médiadifere da primeira onda do Grupo controle, pelo teste de Dunnett (P < 0,05).

EPM = Erro Padréo da Média.

Grupo controle MAP por 12 dias e na retirada da esponja eCG

Grupo |1 0,1 mg de BE e MAP por 4 dias, na retirada da esponja aplicacdo de PGF.. e 48 h apds a RE GnRH
Grupo Il 0,1 mg de BE, 35 mg de progesterona injetavel e MAP por 4 dias, na retirada da esponja aplicagédo de

eCG e PGRa € 48 h apds a RE GnRH.
Grupo Il 0,2 mg de BE, 35 mg de progesterona injetavel e MAP por 4 dias, na retirada da esponja aplicacéo de

eCG e PGRa e 56 h apds a RE GnRH.
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FIGURA 8- Diametro do foliculo ovulatério na retirada da esponja, durante o tratamento de
sincronizagdo de estro das ovelhas Suffolk com protocolo de longa duragéo
(Grupo controle) ou curta duragéo (Grupos | a lll).

Grupo controle MAP por 12 dias e na retirada da esponja eCG

Grupo 10,1 mg de BE e MAP por 4 dias, na retirada da esponja aplicacdo de
PGF;, e 48 h ap6s a RE GnRH

Grupo Il 0,1 mg de BE, 35 mg de progesterona injetavel e MAP por 4 dias, na
retirada da esponja aplicacao de eCG e PGF;, e 48 h ap6és a RE GnRH.

Grupo Il 0,2 mg de BE, 35 mg de progesterona injetavel e MAP por 4 dias, na
retirada da esponja aplicacdo de eCG e PGF,, e 56 h apés a RE GnRH.

Médias seguidas de mesma letra, ndo diferem entre si (P > 0,05).
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FIGURA 9 - Inicio da onda antes da retirada da esponja, durante o tratamento de sincronizagdo
do estro das ovelhas Suffolk com protocolo de longa duracao (Grupo controle) ou
curta duracao (Grupos | a lll)

Grupo controle MAP por 12 dias e na retirada da esponja eCG

Grupo 10,1 mg de BE e MAP por 4 dias, na retirada da esponja aplicagdo de
PGF,, e 48 h apés a RE GnRH

Grupo Il 0,1 mg de BE, 35 mg de progesterona injetavel e MAP por 4 dias, na
retirada da esponja aplicacao de eCG e PGF,, e 48 h ap6s a RE GnRH.

Grupo Il 0,2 mg de BE, 35 mg de progesterona injetavel e MAP por 4 dias, na
retirada da esponja aplicacao de eCG e PGF,, € 56 h apdés a RE GnRH.

Médias seguidas de mesma letra, ndo diferem entre si (P > 0,05).
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FIGURA 10 — Diametro maximo do foliculo ovulatério, durante o tratamento de sincronizagéo
de estro das ovelhas Suffolk com protocolo de longa duracdo (Grupo controle) ou
curta duragéo (Grupos | a lll)

Grupo controle MAP por 12 dias e na retirada da esponja eCG

Grupo 10,1 mg de BE e MAP por 4 dias, na retirada da esponja aplicagdo de
PGF;, e 48 h ap6s a RE GnRH

Grupo Il 0,1 mg de BE, 35 mg de progesterona injetavel e MAP por 4 dias, na
retirada da esponja aplicacdo de eCG e PGF;, e 48 h apdés a RE GnRH.

Grupo Il 0,2 mg de BE, 35 mg de progesterona injetavel e MAP por 4 dias, na
retirada da esponja aplicacdo de eCG e PGF,, e 56 h apdés a RE GnRH.

Médias seguidas de mesma letra, ndo diferem entre si (P > 0,05).



87

FOLICULO OVULATORIO

1,0 -
o 0.8 -
|—
W == = a .
SES op / AR
= 0 E !
W=
= 0.4 -
4]
0,2
controle | II 111
GRUPD

FIGURA 11 - Taxa de crescimento do foliculo ovulatério apds a retirada da esponja, durante o
tratamento de sincronizacéo de estro das ovelhas Suffolk com protocolo de longa
duracao (Grupo controle) ou curta duragéo (Grupos | a Ill)

Grupo controle MAP por 12 dias e na retirada da esponja eCG

Grupo 10,1 mg de BE e MAP por 4 dias, na retirada da esponja aplicacdo de
PGF,, e 48 h ap6s a RE GnRH

Grupo Il 0,1 mg de BE, 35 mg de progesterona injetavel e MAP por 4 dias, na
retirada da esponja aplicacdo de eCG e PGF;, e 48 h apés a RE GnRH.

Grupo Il 0,2 mg de BE, 35 mg de progesterona injetavel e MAP por 4 dias, na
retirada da esponja aplicacdo de eCG e PGF;, e 56 h apés a RE GnRH.

Médias seguidas de mesma letra, ndo diferem entre si (P > 0,05).
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FIGURA 12 - Momento do inicio do estro e ovulagdo apds a retirada da esponja durante o
tratamento de sincronizagéo de estro das ovelhas Suffolk com protocolo de longa
duracao (Grupo controle) ou curta duragdo (Grupos | a lll)
Grupo controle MAP por 12 dias e na retirada da esponja eCG
Grupo 10,1 mg de BE e MAP por 4 dias, na retirada da esponja aplicacdo de
PGF,, e 48 h apés a RE GnRH
Grupo Il 0,1 mg de BE, 35 mg de progesterona injetavel e MAP por 4 dias, na
retirada da esponja aplicacdo de eCG e PGF,, e 48 h apdés a RE GnRH.
Grupo Il 0,2 mg de BE, 35 mg de progesterona injetavel e MAP por 4 dias, na
retirada da esponja aplicacdo de eCG e PGF,, e 56 h apés a RE GnRH.
Médias seguidas de mesma letra, nao diferem entre si (P > 0,05).
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INTERWALD DO INICIO OO0 ESTRO A OYULAGAD E DA AFLICACAD DO
GrRH & OVULACAD
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FIGURA 13 - Intervalo entre o inicio do estro e a ovulagao e da aplicacdo do GnRH a ovulacao
apos o tratamento de sincronizacdo de estro das ovelhas Suffolk com protocolo de
longa duracgédo (Grupo controle) ou curta duracao (Grupos | a lll)

Grupo controle MAP por 12 dias e na retirada da esponja eCG

Grupo 10,1 mg de BE e MAP por 4 dias, na retirada da esponja aplicagdo de
PGF,, e 48 h ap6s a RE GnRH

Grupo Il 0,1 mg de BE, 35 mg de progesterona injetavel e MAP por 4 dias, na
retirada da esponja aplicacdo de eCG e PGF,, e 48 h apés a RE GnRH.

Grupo Il 0,2 mg de BE, 35 mg de progesterona injetavel e MAP por 4 dias, na
retirada da esponja aplicacdo de eCG e PGF,, e 56 h apés a RE GnRH.

Médias seguidas de mesma letra, ndo diferem entre si (P > 0,05).
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FIGURA 14 - Concentracdo de Progesterona no quinto e décimo dia apés a ovulacdo das
ovelhas Suffolk com estro sincronizado com protocolo de longa duracédo (Grupos
controle) ou curta duracao Grupos (I a lll).

Grupo controle MAP por 12 dias e na retirada da esponja eCG

Grupo 10,1 mg de BE e MAP por 4 dias, na retirada da esponja aplicagdo de
PGF,, e 48 h ap6s a RE GnRH

Grupo Il 0,1 mg de BE, 35 mg de pogesterona injetavel e MAP por 4 dias, na
retirada da esponja aplicacdo de eCG e PGF,, e 48 h apés a RE GnRH.

Grupo Il 0,2 mg de BE, 35 mg de progesterona injetavel e MAP por 4 dias, na
retirada da esponja aplicacdo de eCG e PGF,, e 56 h apés a RE GnRH.

Médias seguidas de mesma letra, ndo diferem entre si (P > 0,05).
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FIGURA 15 - Frequéncia de ovelhas ovuladas apés a retirada da esponja durante o tratamento
de sincronizacao de estro das ovelhas Suffolk com protocolo de longa duracao
(Grupo controle) ou curta duragéo (Grupos | a lll)

Grupo controle MAP por 12 dias e na retirada da esponja eCG

Grupo 10,1 mg de BE e MAP por 4 dias, na retirada da esponja aplicagdo de
PGF,, e 48 h apés a RE GnRH

Grupo Il 0,1 mg de BE, 35 mg de progesterona injetavel e MAP por 4 dias, na
retirada da esponja aplicacao de eCG e PGF,, e 48 h ap6s a RE GnRH.

Grupo Il 0,2 mg de BE, 35 mg de progesterona injetavel e MAP por 4 dias, na
retirada da esponja aplicacdo de eCG e PGF,, e 56 h apés a RE GnRH.

P< 0,00014

P= nivel descritivo do teste exato de Fischer.
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5. DISCUSSAO
5.1 Dinamica folicular durante o tratamento de sincronizag¢éo/inducéo do
estro

Os exames de ultra-sonografia durante este estudo da dinamica folicular
foram realizados a cada 24 horas, para uma melhor caracterizacdo do
crescimento folicular em ovelhas, sdo necesséarias observagfes em intervalo
inferior a 24 h, devido a curta duracdo da onda folicular, e pelo aparecimento
constante de foliculos.

A existéncia de um padrdo crescimento folicular em ovelhas foram
descritos por NOEL et al., (1993); GINTHER et al.,, (1995); SOUZA et al.,
(1997); LEYVA et al., (1998); VINOLES et al., (1999); EVANS et al., (2000). O
acompanhamento ultra-sonografico realizado nesse estudo durante a
inducao/sincronizacdo do estro em ovelhas Suffolk na pré-estacao reprodutiva
mostraram a existéncia de ondas de crescimento folicular, semelhante a
encontrada por Bartlewski et al., (1999) em ovelhas Western White Face
durante o inicio da estacédo reprodutiva.

O padrao de crescimento folicular durante a primeira onda do protocolo
de sincronizacao/inducao do estro nas ovelhas do experimento ndo apresentou
diferenca estatistica entre os grupos. A emergéncia de uma nova onda de
crescimento folicular apos a aplicacdo de estrogeno (BE) nao foi sincronizada
(TAB. 1 e 3). As doses de estrégeno (BE) 0,1 a 0,3 mg utilizada nesse
experimento n&o foi capaz de interferir no desenvolvimento folicular dos grupos
experimentais, ndo houve a supressao do crescimento dos foliculos grandes, e

a sincronizagdo da emergéncia de uma nova onda de crescimento folicular,



conforme foi observado por Meikle et al., (2001) ap6s a aplicacdo de E; em
ovelhas em anestro. Por hipétese a administracdo de estrogeno no inicio do
tratamento deveria, suprimir o crescimento dos foliculos grandes, e a atresia
dos pequenos foliculos sincronizando a emergéncia da onda de crescimento
folicular. BO et al., (2000), compararam em vacas diferentes doses de E, e
verificaram que 0,1 mg de E; foi incapaz de suprimir o crescimento do foliculo
dominante, ndo diferindo do grupo controle que recebeu 6leo de gergelim. No
grupo de 0,1 mg o aumento da concentracdo de E, foi de apenas 10 h nao
sendo suficiente para induzir supressao do crescimento folicular.

A duracéo da primeira onda durante o protocolo de sincronizag¢ao variou
de 5,50 + 0,50 a 6,79 + 0,33 préxima a encontrada por Bister et al., (1999) de 6
dias, Meikle et al., (2001) de 5,7 = 0,3 dias e Bartlewski et al., (2000) de 6,1 *
0,2 dias em ovelhas em anestro (TAB. 1).

Como a dinamica folicular foi monitorada a cada 24 horas n&o foi
possivel detectar em todos os animais a duracao da fase estética, sendo que
para detectar a duracdo desta fase com precisdo, seria necessaria uma
observacdo com menor intervalo de tempo.

Os animais dos Grupos controle e experimentais que apresentaram fase
estatica durante a onda 1 variou de 1,20 £ 0,11 dias a 1,92 + 0,15 dias e na
onda ovulatoria de 1,23 + 0,16 dias a 1,83 £ 0,17 dias, semelhante ao
encontrado por Ravindra et al., (1994), Rubianes (1996°) e Uribe et al., (1999)
(TAB. 1e 3).

A duracdo da atresia foi de 1,75 + 0,25 d a 2,42 £ 0,18 dias estes

resultados estdo de acordo com aqueles citados por Ravindra et al., (1994) de



2,4 £ 0,2 d; Bartlewski et al., (2000) de 1,9 £ 0,2 dias e Gibbons et al., (1999)
de 1,9+ 0,5 dias (TAB. 1).

A taxa de crescimento néo diferiu estatisticamente entre os tratamentos
de longa e curta duracdo variando de 0,85 = 0,06 a 1,05 £ 0,15 mm/dia no
foliculo grande da primeira onda e de 0,75 + 0,05 a 0,94 £ 0,08 mm/dia no

foliculo ovulatério, similar a encontrada por Ginther et al., (1994); Bister et al.,
(1999); Leiva et al., (1998); Uribe et al., (1999) e Bartlewski et al., (2000), e

menor por Driancourt & Cahill, (1984); Gonzales de Bulnes et al., (2001), e

maior por Ravindra et al., (1994) (TAB. 1 e 3).

A taxa de atresia variou de 0,97 + 0,04 a 1,21 = 0,07 mm/dia, estes
dados assemelham-se aos de Ravindra et al., (1994) de 1,1 + 0,06 mm/dia e
Evans et al., (1999) de 1,1 £ 0,2 mm/dia (TAB. 1).

O didmetro maximo atingido pelo foliculo maior da primeira onda variou
de 4,94 + 0,13 mm a 5,75 = 0,48 mm semelhante ao encontrado nos foliculos
de diferentes ondas foliculares por Ravindra et al., (1994) de 5,5 £ 0,3 mm;
Leiva et al., (1998) de 4,6 £ 0,2 mm,; Evans et al., (1999) de 5,7 + 0,2 mm
(TAB. 1).

O diametro maximo do foliculo ovulatorio do Grupo controle foi de 5,36 +
0,14 mm semelhante ao encontrado por Leyva et al., (1998) em ovelhas Suffolk
5,9 £ 0,1 mm apds o tratamento com P, e eCG (TAB. 3 e FIG. 10).

Os foliculos ovulatérios tiveram didmetro méaximo de 5,24 + 0,13 mm a

6,39 + 0,43 mm sendo proxima aos descrito por Ginther et al., (1994) de 5,9 +

0,2 mm; Ravindra et al., (1994) de 6,9 + 0,1 mm; Leiva et al., (1998) de 5,4 +



0,2 mm Evans et al., (1999) de 6,2 = 0,2 mm; Bister et al., (1999) de 5,9+ 0,8
mm Gonzéalez-Bulnes et al., (2001) de 6,5+ 0,1 mm (TAB. 3 e FIG. 10).

O diametro maximo do foliculo ovulatério do Grupo Il (6,39 + 0,43 mm)
diferiu dos demais grupos, o foliculo da ovelha 2213 no momento da aplicagédo
de GnRH se apresentava pequeno, crescendo até o diametro de 8,5 mm
ocorrendo a ovulacdo 88 h apds a retirada da esponja o que interferiu na média
do grupo (TAB. 3 e FIG. 10).

A pesar do diametro maximo dos animais do Grupo Il ser
estatisticamente maior que dos outros grupos o valor observado esta de acordo
com os resultados obtidos nos trabalhos de Gonzalez - Bulnes et al., 2001 em
ovelhas Mouflon (6,5 mm), Lopez - Sebastian et al., (1997) em ovelhas Merino
monovular (6,4 mm), Bartlewski et al., (1999) em ovelhas Western White Face
de (6,7 mm).

O intervalo inter-onda variou de 3,50 *+ 0.50 a 4,75 *+ 0,30 dias estes
dados assemelharam-se ao de Leiva et al., 1998 de 3,6 + 0,8 dias; Ginther et
al., (1995) de 4,5 dias; Gibbons et al., (1999) de 4,6 £ 0,4 dias; Bartlewski et al.,
(2000) de 3,9+ 0,4 dias e Meikle et al., (2001) de 4,8 £ 0,5 dias, e parece ser
menor do que as encontradas por Noel et al., (1993) de 6 dias e Bartlewski et
al., (1999) que variou de (5,2+ 0,7 a 9,2+ 0,4 dias) (TAB. 1).

Durante este experimento foi observado que as ovelhas Suffolk tém um
crescimento de foliculos antrais maiores que 2 mm constantemente. O nimero
de foliculos pequenos, médios e grandes no inicio da estacdo reprodutiva

durante o tratamento ndo apresentou diferenca entre os Grupos controle e os



experimentais e nas primeiras ondas e a ovulatéria (TAB. 1 e 3) semelhantes
as encontradas por Bister et al., (1999) quando compararam o numero de
foliculos pequenos (2 a 3,5 mm), médios (4 a 5 mm) e grandes acima de 5
mm, durante o inicio da estacao reprodutiva, no final da estacao reprodutiva e
no meio da estacao reprodutiva durante o ciclo estral, onde observaram que o
namero de foliculos pequenos médios e grandes nao diferiu entre os trés
periodos e durante a primeira, segunda e a onda ovulatoria. Sendo que no
inicio da estacdo o numero de foliculos pequenos foram de 5,0 £ 0,8 a 8,0
1,8, de médios foramde 40+1,3a6,2+1,7e grandesde28+13a32+15
com uma taxa de ovulacédo de 1,2 + 0,4, préximo ao encontrado nesse estudo
(TAB. 1e 3).

O diametro foliculo no Grupo controle quando o eCG foi aplicado era de
4,46 + 0,18 mm, similar a observada por Leiva et al., (1998) que foi de 4,1 + 0,5
mm na aplicacdo do eCG (TAB. 3).

Na retirada da esponja e na aplicacdo do eCG o diametro do foliculo foi
maior no Grupo controle do que o do Grupo | (TAB. 3 e FIG. 8), e a taxa de
crescimento dos foliculos ap6s a RE foi menor nos animais do Grupo controle
do que a do Grupo Il (TAB. 3 e FIG. 11), uma das possiveis explicacfes para
estas diferencas seria o fato de que o foliculo dos animais do grupo controle
emergiu 2 dias antes, e o foliculo ja apresentava um didmetro maior em relacéo
ao Grupo | (TAB. 3e FIG. 8),.

Embora, o inicio da onda antes da retirada da esponja ndo tenha
apresentado diferencas estatisticamente significativas (p>0,05) entre os

Grupos, os foliculos dos animais do Grupo controle tiveram a emergéncia da
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onda antes (-2,08 + 0,48) (TAB. 2 e FIG. 9). No momento em que foi aplicado o
eCG e RE os foliculos estavam mais aptos a responder as gonadotrofinas.
Segundo Vifoles et al., (2001) o foliculo dominante dos animais tratados com
protocolos de longa duracéo ja tem um crescimento no final do tratamento com
MAP. Esses foliculos tém um processo de maturacdo completo, produzindo
grandes quantidades de estradiol, manifestando estro ap6s a retirada da
esponja e ovulando nas 48 horas seguinte. Isso poderia explicar a maior
secrecao de progesterona pelo CL no Grupo controle em relagdo ao Grupo |,
por ter formado um CL com uma maior capacidade esteroidogénica. Segundo
Stubbings et al., (1986) a formac¢do de um corpo lateo inadequado ocorre em
consequéncia de um rapido desenvolvimento folicular e da ovulacdo antes que
as células da granulosa tenham adquirido a maturidade necesséria para uma
Otima luteinizacdo em resposta ao LH, ja que os animais do Grupo | na retirada
da esponja apresentavam o diametro do foliculo menor e ndo receberam a
aplicacao de eCG, com a retirada da esponja houve um aumento de secregéo
de gonadotrofinas provocado pela diminuicdo da progesterona, os foliculos
cresceram até o didmetro ovulatério mas podem nao ter produzido quantidades
de estrogenos suficientes para que houvesse a manifestacéo de estro (3/12) o
pico de LH e consequentemente a ovulacdo (7/12) (TAB. 3 e FIG. 8),
concordando com os relatos de Hunter et al., (1991) de que esses foliculos
nessas condicfes ndo atingiriam seu completo desenvolvimento em receptores
gonadotrdficos, ou a habilidade méxima de sintetizar estradiol e a duracéo da
estimulacdo do foliculo, antes do pico de LH seria critica, podendo influenciar

na formacg&o um corpo lateo anormal. Niswender et al., (2000) sugeriram que a



concentracdo de progesterona dependente da quantidade de tecido
esteroidogénico, fluxo de sangue, e da capacidade do tecido esteroidogénico
em sintetizar progesterona.

O numero de foliculos ovulatérios por onda foi de 1,14 + 0,14 a 1,50 +
0,19 concordando com as afirmacdes Bister et al., (1999) de que as ovelhas
Suffolk séo consideradas animais de baixa prolificidade apresentando taxa de
ovulagdo de 1,2 + 0,4 mm, resultados similares ao encontrado por Ginther et
al., (1994) de 1,5+ 0,2 e por Bartlewski et al., (2000) de 1,3+ 0,2 (TAB. 3).

A dominancia exercida pelos grandes foliculos ndo foi tdo evidente
durante esse estudo, como nas definicbes de dominancia em vacas descritas
por Ginther et al., (1989). Neste estudo, entre os dois foliculos maiores da onda
ndo houve diferencas durante as ondas anovulatéria, mas na onda folicular
ovulatoria o foliculo pré-ovulatorio parece suprimir o nimero de foliculos e o
crescimento de outros foliculos horas antes da ovulagdo, o mesmo foi
observado por Ravindra et al., (1994). Segundo Driancourt et al., (1990) e
Lopez- Sebastian et al., (1997) a taxa de ovulacdo em ovelhas monovular seria
limitada pelos altos niveis de atresia folicular mais do que pelos baixos niveis
de recrutamento folicular dentro de um pool de foliculos em crescimento

O foliculo pré-ovulatorio desse experimento foi o foliculo maior que
crescia, e que estava presente em ambos os ovarios quando a lutedlise foi
induzida conforme descrito por Souza et al., (1997); Gonzalez de Bulnes et al.,
(2001). Quando o foliculo grande estava regredindo, o foliculo pré-ovulatério

originou-se de um pool de pequenos foliculos antrais semelhante ao relatado



por McNatty et al.,, (1982). Segundo Tsonis et al., (1984) todos foliculos

maiores que 2 mm presentes no momento da lutedlise podem ovular.

5.2 Sincronizacao/inducao do estro e ovulacao

As ovelhas do Grupo | né&o responderam a inducdo/sincronizacdo da
ovulacédo 41% (7/12) apresentaram concentracfes de progesterona abaixo de
1ng/mL no 5° e 10° dia apds a ovulagéo (TAB. 4 e FIG.14).

A utilizacdo da esponja por apenas 4 dias e a auséncia do eCG no
Grupo | foi incapaz de induzir o estro e a ovulacédo na totalidade das ovelhas,
pois somente 25% (3/12) manifestaram estro e apenas 58% (7/12) ovularam. O
inicio do estro no Grupo | foi estatisticamente diferente do Grupo controle e a
ovulacdo do Grupo | diferiu dos demais grupos sendo mais tardio (TABS. 3 e 5;
FIG. 15). Segundo Rubianes et al., (1998) o eCG deve estar associado ao
progestagenos, para estimular a ovulacado ndo s6 na estacéo reprodutiva, como
fora dela e quando o eCG esta ausente ndo ha manifestacdo de estro.

Segundo Goodman, (1994) o aumento da circulacdo de progesterona
antes da primeira ovulacdo no inicio da estacdo ndo altera o padrdo de
crescimento do foliculo ovulatério em ovelhas, sendo de grande importancia
principalmente para induzir as manifestacdes do estro, junto com o primeiro
pico pré-ovulatorio de LH. Além de prevenir a regressdo prematura do corpo
liteo durante a fase luteal seguinte (BEARD & HUNTER, 1996). Progesterona
sistémica € essencial para funcao luteal normal em ovelhas, tratamento com
progesterona previne a lutedlise reduzindo a resposta uterina para ocitocina no

inicio da fase luteal (BEARD & HUNTER, 1996). O efeito da progesterona local
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ou sistémica pode ter um papel no estabelecimento do ciclo estral em ovelhas
durante o periodo de tansi¢cdo para atividade ciclica (BARTLEWSKI et al.,
1999).

Todos animais do Grupo controle tratado com P, e eCG ovularam e
apresentaram funcéo luteal normal TAB. 4 e FIG. 14), resultados similares
foram encontrados por Leyva et al., (1998); Hunter et al., (1986); McLeod et al.,
(1982); McLeod et al., (1985) e Southee et al., (1988) em ovelhas em anestro
induzidas ao estro.

No Grupo controle o inicio das manifestacdes do estro foi em 40,42 +
0,98h (TAB. 3 e FIG. 12), proximo ao encontrado por Ungerfeld & Rubianes,
(2002) que observaram inicio do estro apés MAP e eCG de 46,5 + 2,4h, e
Simonetti et al., (1999) utilizando o mesmo protocolo que obtiveram estro em
46,99 £ 12,22h. Intervalo menor foram observados por Husein et al., (1997) em
ovelhas em anestro induzidas ao estro com o inicio em 31 + 2h e ovulacdo em
53 £ 1h.

Nos protocolos de curta duracdo o inicio das manifestacdes de estro
foram em 48,33 + 4,57 a 52,33 = 2,33h (TABS. 3 e 5; FIG. 12), proxima a
relatada por Ungerfeld & Rubianes, (2002) com uma média de 44,9 + 2,1h.
Nos grupos utilizando protocolo de curta duragdo o inicio do estro foi mais
disperso sendo de 40 a 70 horas enquanto que no de longa duracéo foi de 36 a
50 h podendo ser explicado pelo fato que o inicio da onda antes da retirada da
esponja no Grupo controle ocorreram em média 2 dias antes e no maximo no

dia da retirada da esponja, ja nos Grupos experimentais aconteceram em
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média no dia da retirada da esponja chegando a ocorrer até 1 ou 2 dias apos a
retirada da esponja, levando a uma menor sincronia do inicio do estro e do
momento da ovulacdo (TAB. 3 e FIG. 15). Resultados similares foram
observados por Vifoles et al., (2001) quando compararam protocolos de curta
com o de longa duracédo onde verificaram que no protocolo de longa duracéo
houve uma maior sincronia no inicio do estro enquanto que o de curta duracao
teve uma maior dispersao (36 a 144h).

O inicio da onda antes da RE no grupo de longa duracéo foi de — 2,08 +
0,48 dias, e para o de curta duracdo com eCG -0,27 = 0,30 dias, e no de curta
duracdo sem eCG de — 0,71 + 0,52 dias (TAB. 3 e FIG. 9), semelhante ao
encontrado por Vifoles et al., (2001) -2,2 £ 0,8, 0,5 £ 0,5 e 0,4 + 1,1 dias
respectivamente, e diferente das relatos de por Leiva et al., (1998) utilizando
protocolo de longa duracéo (-3,4 £ 0,4 dias).

Segundo Vifioles et al., (2001) o foliculo dominante dos animais tratados
com protocolos de longa duracéo tem um desenvolvimento mais prolongado, e
provocam mudancas similares aquelas causadas pelos niveis de concentracéo
de progesterona subluteais: aumentam a duracdo do foliculo dominante
(Vifioles et al., 1999). Em vacas foi observado que quando o foliculo dominante
foi prolongado por mais de 9 dias, ocorreu uma reducdo da saude do foliculo
(MIHM et al., 1999). Embora, o folicuo ovulatério tenha a capacidade de
manter um odécito competente para ser fertilizado, a habilidade para atingir um
estagio de 16 células, foi comprometida e ocorrendo morte embrionaria

precoce (AHMAD et al., 1995).
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Em ovelhas durante o tratamento de longa duracao o turnover folicular é
mais lento durante o periodo final do tratamento, provavelmente em
consequéncia de uma diminuicdo dos niveis de progesterona enddégena e/ou
da menor taxa de absorcdo de progesterona (HAMRA et al., 1986;
McDONNELL, 1985) tendo uma baixa taxa de prenhez causada pela ovulacéo
de foliculo persistente. Tratamento de curta duracdo resulta em uma alta taxa
de prenhez, devido a ovulacdo de foliculos recrutados novos (Vindles et al.,
2001).

Em estudos realizados por Evans et al., (2001) ndo concordam com
estes relatos onde apés induzir a formacao de foliculos persistente observou
que ndo houve influéncia na qualidade dos embrides colhidos e na taxa de
prenhez quando comparado com foliculos recrutados recentes.

A aplicacdo de GnRH nos tratamentos de curta duracédo nao sincronizou
a ovulagéo, pois como o0 estro e a ovulacdo aconteceram em um momento
variavel, a aplicacdo nao foi realizada no momento adequado e nem todos o0s
foliculos estavam prontos para responder ao pico de LH, que se estabeleceu
com a administracdo de GnRH. O grau de crescimento dos grandes foliculos
presentes quando GnRH é administrado é um fator importante a ser
considerado, o ambiente enddcrino antes da inducéo da elevacédo do LH é mais
importante do que o tamanho do foliculo em determinar a resposta ovulatéria.
Assim a habilidade do foliculo em responder a estimulos ovulatérios exdégenos
depende provavelmente de gonadotrofinas durante o estagio de crescimento e

de um ambiente hormonal em que esta exposto (RUBIANES et al., 1997).
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Segundo Souza et al., (1994) o pico de LH em ovelhas ocorre dentro de
4 a 8 horas do inicio do estro, o pico de LH apés o tratamento com P, e eCG

acontece em 45 + 0,9h e a ovulacdo 66,0 + 0,7h apds a retirada da esponja
(Leiva et al., 1998), Campbell et al., (1997) observaram o pico de LH apds a
aplicacdo de prostaglandina em 59,6 + 2,9h, o pico de LH depende do estadio
de crescimento do foliculo no momento em que € retirada a esponja ou a
lutedlise € induzida.

O corpo lateo foi visivel pela ultra-sonografia transretal no 3 dia pos-

ovulacdo o mesmo também foi observado por Dickie et al., (1999), Leiva et al.,
(1998) e Uribe et al., (1999).

No décimo dia apés a ovulacdo o didametro maximo do CL foi de 9,0 +
0,03 a 10,4 + 0,03 mm e a concentragdo de progesterona variou de 3,02 + 0,47
a 590 + 0,72 ng/mL, préximo ao encontrado por Leyva et al., (1998) em
ovelhas Suffolk 8 dias apds a ovulacdo com diametro maximo de 12,0 + 0,8
mm e com niveis de progesterona de 6,4 + 3,8 ng/mL, e por Ravindra et al.,
(1994) no 11° dia apos a ovulacdo, com corpo lateo de diametro de 11,7 £ 0,4

mm. O didmetro maximo do CL observada por Bartlewski et al., (1999) no meio

da fase luteal foi de 10 a 12 mm, com concentracdo maxima de progesterona

de 2,88 ng/mL (TABS. 2 e 4; FIG. 14).
Segundo Ravindra et al., (1994) as concentracfes de progesterona

atingem o pico no 10° dia apos a ovulagéo.
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Durante o desenvolvimento do CL em 6 ovelhas foram observados
corpos luteos cavitarios de 2 a 5 mm de diametro, sendo que estes achados
concordam com os estudos de Bartlewski et al., (1999).

Schrick et al., (1993) relatam a ocorréncia de CL cavitarios em mais de
65% das estruturas apos a inducdo do estro em ovelhas, nao influenciando no
perfil de secrecdo de progesterona, e no numero de embrides colhidos.

As ovulacdes ocorreram mais do lado direito (54,55%) do que do lado
esquerdo (45,45%), observacdes semelhantes foram relatada por Dickie et al.,
(1998) em ovelhas. Em vacas o ovario direito € mais ativo que o esquerdo, com

60% das ovulacdes ocorrendo deste lado (ARTHUR & NOAKES, 1996).



105

7. CONCLUSOES

1 — Nos exames ultra-sonograficos realizados durante o protocolo de
sincronizagao/indugéo do estro, foi observado que o crescimento folicular das
ovelhas Suffolk durante a pré-estacdo reprodutiva ocorreu como padrao de
ondas.

2 - As doses de benzoato de estradiol utilizadas foram insuficiente para
sincronizar a emergéncia da onda folicular e de suprimir o crescimento do
foliculo dominante.

3 — O protocolo de curta duracdo por 4 dias com medroxiprogesterona sem
eCG foi incapaz de induzir o estro e a ovulagdo na maioria das ovelhas Suffolk
na pré-estacao reprodutiva.

4 — O Protocolo tradicional de longa durac&o apresentou uma melhor sincronia
do estro e ovulagédo, com uma boa funcionalidade do Corpo Luteo.

5 — A aplicacdo de GnRH nao foi eficaz para melhorar a sincronizacdo da
ovulacéo, podendo ter sido provocado principalmente pela falta de sincronia do

estro e do tamanho dos foliculos no momento da administracao.
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TABELA. 7 - Especificidade do anti-soro de progesterona Coat-A-Count para
progesterona, com baixa reatividade cruzada para outros estroides ou drogas

terapéuticas.

Componentes

Progesterona
Andronestediona
Corticosteroide

Cortisol

Danazol
11-Deoxicorticostroide
DHE-SOq
20a-Dihidroprogesterona
Estradiol
17a-Hidroxiprogesterona
Medroxiprogesterona
Pregnona
5b-Pregnon-3a-ol-20-one
5ab-Pregnon-3,20-dione
5b-Pregnon-3,20-dione
Pregnenolona
5-Pregnen-3b-ol-20-one-sulfato
Teststerona

ND: ndo detectavel

ng/mL

1,000
500
5,000
25,000
150
4,000
1,000
100
50
1,250
100
2,000
30
60
2,400
4,000
2,000

Conc.®

aparente

ND
4,4
1,7
15
33

0,07
19
ND
1,7
3.9
ND
1,0
27
19
25
2,0
2.1

Percent. de

reatividade
cruzada
100%
ND
0,9%
0,03%
0,006%
2,2%
0,002%
0,2%
ND
3,4%
0,3%
ND
0,05%
9,0%
3,2%
0,1%
0,05%
0,1%
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Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”.

ABSTRACT

The experiment was conducted under controlled conditions, in the early
reproductive season among Suffolk ewes aiming at to study the effectiveness of
the protocol of short-term in synchronization of the estrous using estrogen for
synchronization of the emergency of the wave folicular and consequently the
ovulation. The effects of exogenous hormones in the folicular ovarian growth
standards, through ultrasonographic exams, progesterone quantification and
observations of the beginning the estro and ovulation. The females with induced
estrus were divided in five groups being the control group MAP for 12 days, and
eCG by removal of the sponge. In experimental Group I, the protocol of 0.1 mg
of BE and 60 mg MAP sponges for 4 days was used and, by removal of the
sponge, PGF2, was applied and 48h after GnRH. In experimental Group I, the
protocol of 35 mg IM progesterone, 0.1 mg of BE, MAP sponges for 4 days was
used, and by removal of the sponge PGF,, and eCG were applied, and 48 h
after GnRH. In experimental Group lll, the protocol of 35 mg IM progesterone,
0.2 mg of BE, MAP sponges for 4 days was used, and by removal of the
sponge PGF,, and eCG were applied, and 56h after GnRH and in the
experimental Group 1V, the protocol of 35 mg of injectable progesterone and 0.3
mg of BE, MAP sponges for 5 days was used and, upon removal of the sponge,
PGF,4 was applied. Ovaries were monitored daily by using ultrasound starting
2 days before initiating the protocol up to the tenth day of ovulation. 4 Blood
samples were collected through jugular vein puncture, 10 days before induction,
on sponge insertion day on the 5" and 10" day after ovulation in order to

determine the plasmatic concentrations of progesterone. Ultrasonography
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exams showed that the folicular growth seen during treatment occurred as a
wave pattern not showing differences between the first wave in control Group
and experimental Group. However, some parameters evaluated in the ovulating
wave were statistically different between the groups: the beginning moment for
estrus and ovulation in Group | differed the most from the other groups; control
Group had a greater synchrony of estrus and ovulation. Doses of estrogen
utilized in the experimental groups were not capable of synchronizing the
emergence of a new wave in folicular growth. The lack of injectable
progesterone and application of eCG in Group | caused this protocol to be less
efficacious in induction and synchronization of estrus and ovulation.

Key words: Folicuar dynamics; Estrus; Estrogen; Ewe; Ovulation;

Synchronization
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