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SINCRONIZAGAO DE ESTRO COM PROSTAGLANDINA F20. VERSUS
PROGESTERONA ASSOCIADA A GONADOTROFINA CORIONICA EQUINA
(ECG) EM OVELHAS DESLANADAS NO DISTRITO FEDERAL

RESUMO GERAL

Este estudo teve por objetivo comparar o uso de PGF2a a associagéo de
progesterona (P4) com gonadotrofina coriénica equina (eCG) na sincronizagéo do
estro em ovelhas da raga Santa Inés. Foram utilizadas 38 fémeas ovinas divididas
em dois grupos aleatoriamente e submetidas a dois protocolos de sincronizagéo de
estro: protocolo PGF2a (duas doses de 0,530 mg de PGF2a com nove dias de
intervalo) e protocolo P4+eCG (pessario intravaginal de acetato de
medroxiprogesterona por 12 dias e no momento da remoc¢ao do dispositivo aplicagcao
de 250 Ul de eCG). As ovelhas foram submetidas ao “cross-over’, com intervalo de
dois ciclos estrais. Procedeu-se uma ultra-sonografia transretal no ultimo dia do
protocolo para avaliar didametro do maior e do segundo maior foliculo e foi coletado
sangue no dia sete do ciclo estral para avaliagdo da concentragao sérica de P4.
Exame laparoscépico foi realizado no dia 11 ap6és o fim dos protocolos para
contagem de corpos luteos. Para os parametros taxa de sincronizagéo, diametro do
maior e do segundo maior foliculo, periodo do final do protocolo ao estro e taxa de
ovulagédo nao foram observadas diferencgas entre os protocolos. Foi observado que o
protocolo P4+eCG produziu concentragdes séricas de P4 maiores do que o
protocolo PGF2a (3,9 e 2,8 ng/mL, respectivamente, P<0,05). Nas condi¢cdes do
presente estudo, embora o protocolo P4+eCG tenha apresentado superioridade em
relacdo a concentracdo sérica de P4, o protocolo PGF2a foi tdo eficiente em

sincronizar o estro quanto o P4+eCG.

Palavras chaves: ovino, taxa de sincronizagdo, diametro folicular,

progesterona sérica.



ESTRUS SYNCHRONIZATION WITH PROSTAGLANDIN F2oo COMPARED
TO PROGESTERONE FOLLOWED BY EQUINE CHORIONIC GONADOTROPIN
(ECG) IN SANTA INES EWES REARED IN THE FEDERAL DISTRICT.

ABSTRACT

The aim of this study was to compare two protocols of estrus synchronization in
Santa Inés ewes. Thirty-eight ewes were randomly divided into two groups and
treated with two protocols of estrus synchronization: protocol PGF2a (two doses of
0.530 mg of PGF2a, nine days apart) and protocol P4+eCG (intravaginal sponge
impregnated with medroxyprogesterone acetate, for 12 days and then an injection of
250 IU of eCG). The experiment was in a cross-over design, two estrous cycles
apart. On the final day of protocol a transrectal ultrasound examination was carried
out to measure the size of the largest and second largest ovarian follicles and on day
7 of estrous cycle blood was collected to measure serum P4 concentration.
Laparoscopy was carried out on day 11 after the end of protocols to count corpora
lutea. Synchronization rate, size of largest and second largest ovarian follicles, hours
between the end of the protocol to estrus and ovulation rate did not differ between
protocols. Ewes synchronized with P4+eCG had greater serum P4 concentrations
than ewes synchronized with PGF2a (3.9 and 2.8 ng/mL, respectively, P<0.05).
Based on the results, it may be concluded that although the protocol P4+eCG was
superior in inducing higher serum concentration of P4, the protocol PGF2a was
equivalent regarding estrus synchronization.

Key words: sheep, synchronization rate, follicle size, serum progesterone.

X1



INTRODUCAO

A ovinocultura € uma atividade em crescimento com um incremento no numero
de cabecas na regido Centro-Oeste (8325 no ano de 2000 para 19000 no ano de
2006) segundo dados do IBGE (2006). A atividade pecuarista esta com interesse
nessa espécie para criagdo, produgdo e consumo, principalmente porque as carnes
ovinas oferecidas tém sido de animais novos e através de cruzamentos industriais
que proporcionam carne mais saborosa. Baseado no volume crescente de abates,
na forte demanda do mercado doméstico e no volume das importacdes, ha
evidencias que a produgdo e o consumo brasileiros de carne ovina tém aumentado
(Souza, 2008).

Com a diminuicdo do tamanho das propriedades em decorréncia da reforma
agraria e com a diminuicdo de areas de pastagens pelo avango da agricultura
mecanizada, cada vez mais a producéo de carne tera que se concentrar em animais
gue ocupem pouco espago, comam menos e produzam mais. O despertar do
interesse pela atividade ovino-caprinocultura, também se explica pela rapidez do
ciclo produtivo, que é de quase 2,5 vezes menor que dos bovinos (Hindo, 2006).

Das ragas criadas no pais, destaca-se a Santa Inés, uma raga deslanada, de
grande porte, proveniente do Nordeste brasileiro e que se adapta facilmente a
qualquer sistema de criacdo e pastagem. Além disso, possui uma boa conformacéao
de carcacga e se destaca por ser bastante fértil, prolifica, precoce, rustica e resistente
a parasitas gastrointestinais. Essa raca vem adquirindo grande importancia na
ovinocultura moderna, sendo utilizada tanto pura quanto para cruzamentos
industriais.

A adaptabilidade da raca Santa Inés é uma caracteristica importante quando se
trata de Brasil, pois se sabe que € um pais de dimensdes continentais e possui
regides com diversas caracteristicas e climas diferentes, e essas podem alterar na
ciclicidade dos animais. Sabe-se também que a estacionalidade reprodutiva tem
muitas influéncias como fotoperiodo, nutricdo, idade, ragca entre outras. Destaca-se
que a escolha de ragas adequadas as condi¢des ambientais locais € um dos fatores
preponderantes para o sucesso de um sistema de criagcdo economicamente viavel.
Portanto, € de fundamental importancia o estudo da raga Santa Inés na regido do

Distrito Federal para se ter maior conhecimento do rendimento desta.



A sincronizagao de estro em ovinos € uma biotécnica reprodutiva que permite a
concentracédo da inseminagcdo e da paricdo em épocas desejaveis dentro dos
sistemas de producao (Evans e Maxwell, 1987). Essa técnica tem sido utilizada em
pequenos ruminantes pelo uso de esponjas intravaginais impregnadas com
progestagenos, tais como acetato de fluorogestona (FGA) e acetato de
medroxiprogesterona (MAP), prostaglandina F2a (PGF2a), gonadotrofina coridnica
eqliina (eCG), implante intravaginal de progesterona (P4; CIDR), consorciados ou
nao (Dias et al., 2001).

O protocolo mais utilizado é a associacao de P4 com eCG, pois pode ser
utilizado tanto na estagcdo reprodutiva quanto fora dela estimulando a ovulacao
(Evans e Robinson, 1980, Evans e Maxwell, 1987; Rubianes et al., 1998). Os
protocolos desenvolvidos recomendam manter o dispositivo vaginal de P4 por
periodos de 12 a 14 dias. Esses protocolos resultam em altas taxas de inducdo de
cios nos animais tratados, porém com baixa fertilidade. Isso ocorre porque o tempo
de manutencéo do dispositivo gera um excessivo periodo de crescimento do foliculo
e envelhecimento do ovécito. Além disso, o uso excessivo de hormdnios para
sincronizagcdo de estro ndo tem sido muito recomendado pelo receio de residuo
desses na carne que sera consumida.

Como alternativa para a sincronizagdo de estro um protocolo a base de PGF2a
pode ser utilizado por induzir a regressao prematura do corpo luteo por meio da
interrupcédo da fase progestacional do ciclo estral, iniciando, assim, um novo ciclo
(Herrera et al., 1990). O protocolo utilizando duas doses de PGF2a é uma alternativa
ao produtor que quer implementar a sincronizacado de estro na propriedade como
uma forma de aumentar a eficiéncia reprodutiva e proporcionar a redu¢ao nos custos
com outros manejos, ex: sanitarios, por concentrar os lotes com as mesmas
exigéncias em um mesmo periodo e por reduzir os custos com mé&o de obra.

O presente estudo objetivou comparar o protocolo de sincronizacao de estro a

base de PGF2a ao protocolo com MAP associada a eCG.



REVISAO BIBLIOGRAFICA

CARACTERISTICAS DA RAGA SANTA INES

E uma raga desenvolvida no nordeste brasileiro, resultante do cruzamento
intercorrente das racas Bergamacia, Morada Nova, Somalis e outros ovinos sem
raga definida. Sendo as caracteristicas atuais um produto da selegdo natural e dos
trabalhos de técnicos e criadores fixando-as através de selecéo genealdgica. A tese
de sua origem é confirmada pelas suas caracteristicas. O porte do Santa Inés, o tipo
de orelhas, o formato da cabeca e os vestigios de |& evidenciam a participacédo do
Bergamacia, bem como a condicdo de deslanado e as pelagens, correspondem ao
Morada Nova. A participagdo do Somalis é evidenciada pela apresentacédo de
alguma gordura em torno da implantagdo da cauda, quando o animal esta muito
gordo. S&o animais deslanados, com pélos curtos e sedosos, de grande porte com
meédia de peso para macho de 80 a 120 Kg e para as fémeas de 60 a 90 Kg, com
excelente qualidade de carne e baixo teor de gordura, pele de altissima qualidade,
rusticos e precoces, adaptaveis a qualquer sistema de criacédo e pastagem, e as
mais diversas regides do pais. FEémeas proliferas e com boa habilidade materna,
com freqlientes partos duplos e excelente capacidade leiteira

(www.arcoovinos.com.br, 2008).

Apesar dos poucos estudos envolvendo a raga Santa Inés, ela tem
demonstrado ser uma excelente alternativa para incrementar a producéo de carne
ovina nas principais regides do pais, considerando sua capacidade reprodutiva,
resisténcia a parasitas gastrointestinais, qualidade de pele e poder adaptativo, além
de boa taxa de crescimento. No entanto, limitacdes em algumas caracteristicas de
carcaga, quando comparadas com as ragas especializadas em carne, sé&o atributos
restritivos a raca, que, no entanto, ndo a compromete como opgéo viavel a oferta de

carne (Sousa et al., 2008).

A avaliacédo do potencial de ovulagbes multiplas e da habilidade em responder
as biotécnicas de reproducédo assistida se torna imprescindivel para que estas
técnicas sejam aplicadas com o objetivo de maximizar a utilizacdo de individuos

geneticamente superiores por meio da disseminagédo de seu material genético Souza



et al., 2008). Silva et al. (1987) observaram existir influéncia da ragca, do manejo
alimentar e da época do ano sobre a taxa de ovulagao total em ovinos deslanados. A
taxa média de ovulacédo total na raga Santa Inés foi de 1,2. A média da freqiéncia e
da taxa de ovulagéo nesta raca foi, respectivamente, de 76% e 1,3 em pastagem
nativa e de 67% e 1,2 em confinamento. O niumero médio de foliculos de 2 a 6 mm
nos ovarios foi de 2,7 no ovario esquerdo e 2,5 no ovario direito. Deve ser ressaltado
que nao houve diferenga na frequéncia de ovulagbes de um ovario em relagao ao
outro. No que se refere a ovulagdes multiplas, 47,4 % apresentaram uma Unica

ovulacéo e 34,4 % apresentaram ovulagdes duplas.

Assim a raga Santa Inés apresenta indices médios iguais a 302 dias de idade a
puberdade; 496 dias de idade ao primeiro parto; 303 dias de intervalo de parto;
86,9% de fertilidade ao parto; 150 dias de periodo de gestagao; 1,24 de prolificidade

e 80% de sobrevivéncia das crias até o desmame (Sousa et al., 2008).

FISIOLOGIA REPRODUTIVA DA OVELHA

As ovelhas sdo poliéstricas estacionais de dias curtos. O estimulo para a
manifestacdo e/ou intensificagdo dos fendmenos reprodutivos decorre do
decréscimo no numero de horas de luz por dia (fotoperiodo). Desta forma, a
atividade reprodutiva € dividida em estagbes de anestro (inicio do inverno ao inicio
do verdo), de transicdo (verdo) e de acasalamento (final do verdo, ao inicio do
inverno). Assim o esplendor reprodutivo ocorre no outono. A medida que se
aproxima da Linha do Equador, esta estacionalidade € menos acentuada ou muito
restrita. Desta forma, em areas subequatoriais, desde que haja aporte nutricional em
quantidade e qualidade suficientes, ovelhas apresentam atividade ciclica durante
todo o ano. A ciclicidade também é fortemente influenciada pelo fator raca. Por
exemplo, ovinos de ragas nativas brasileiras (Santa Inés, Morada Nova, SRD)
apresentam atividade reprodutiva durante todo o ano, mesmo em areas proximas
aos tropicos, o que nédo acontece com ovinos lanados (lle-de-France, Suffolk,
Merino) (Fonseca, 2005a). Com relagado as ragas, existe uma diferencga significativa
no que diz respeito a estacionalidade reprodutiva. No Brasil esta diferenca é
evidente entre as racas lanadas e as deslanadas. A produgado de cordeiros € maior
nos rebanhos de ragas deslanadas sendo que as ovelhas nos trépicos, além de

serem poliéstricas anuais, apresentam uma maior taxa de ovulagcédo e,



conseqientemente, maiores indices de prolificidade, do que as ovelhas lanadas
criadas na regido de clima temperado. (Sa e S4, 2008)

O anestro estacional da ovelha é resultado de uma mudang¢a no mecanismo de
feedback por estradiol, mediado pelo fotoperiodo, de uma maneira que somente o
estradiol é capaz de suprimir a secrecédo de LH. As mudangas de fotoperiodo s&o
percebidas pela retina, traduzidas em sinais nervosos e transmitidas a glandula
pineal. A pineal responde com a secre¢gao de melatonina que inicia imediatamente
apos o inicio do periodo de escuriddo e se mantém até o comego do periodo de luz,
criando um ritmo circadiano de secrecao hormonal. Durante os dias curtos (alta
melatonina), o estradiol controla amplitude dos pulsos de LH, mas tem pouco efeito
na freqiéncia dos pulsos. Num ambiente de baixa melatonina (dias longos), o
estradiol é um potente supressor da frequéncia de pulsos de LH, uma acao exercida

diretamente no hipotdlamo (Moraes, et al., 2002).

A alimentagdo consiste no principal fator modulador do comportamento
reprodutivo e da resposta aos tratamentos de sincronizacdo em ovelhas e cabras
tropicais que possuem normalmente uma limitada, descontinua e desequilibrada
disponibilidade de alimentos. A variagdo estacional das chuvas e dos pastos
determina o estado nutricional e de reservas de gordura e energia, as quais podem
ser avaliadas pela condigdo corporal (Gonzalez-Stagnaro e Ramon, 1991). Baixa
condigdo corporal em ovelhas tem sido associada ao atraso ou supressao do estro,
com taxa de ovulagédo e fertilidade tendo sido dependentes da alimentagdo pré-
cobertura, assim como com condig&o corporal na cobertura (Gunn e Doney, 1979).

Salles (2001) estudou a relagdo entre a condicéo corporal de matrizes da raca
Santa Inés, avaliadas com escore de 1 a 5, e a resposta ao tratamento
superovulatério. O numero médio de corpos luteos foram, 9,0, 7,8, 7,7 e 7,3 para
ovelhas em condi¢ao corporal igual a 2, 3, 4 e 5, respectivamente. Foi observada
uma correlagdo negativa entre a condicdo corporal e o numero de corpos luteos,
mostrando que as ovelhas gordas apresentam menor resposta superovulatéria e que
seria interessante se trabalhar com animais em condi¢&o corporal igual a 2.

O ciclo estral é o periodo compreendido entre dois estros, durante o qual
ocorrem profundas modificagdes hormonais em todo o organismo, particularmente

sobre o aparelho reprodutor e comportamento da fémea. Nas ovelhas, esse periodo



tem duragéo de 17 2 dias, sendo dividido em uma fase luteal com duracéo de 13

dias e uma fase folicular com 4 dias de duragéo (Rubianes, 2000).

A fase luteinica foi caracterizada pela presenca de um ou mais corpos luteos
nos ovarios, resultantes do rompimento dos foliculos ovulatérios. A medida que a
fase lutea progride, os corpos luteos produzem um volume crescente de P4 até um

platd que se inicia por volta do dia 6 e se mantém até a lutedlise (Pant et al., 1977).

Concentracbes de P4 declinam rapidamente no final da fase luteal induzida
pela secrecdo de PGF2a. A queda na concentragdo de P4 durante a regressao
luteal, permitiu uma elevagdo da secrecéo de estradiol pelo ovario estimulada pelo
aumento na frequéncia dos pulsos de GnRH e LH. Em contraste, a concentragao de
FSH declinou suprimida pela secrecdo crescente de estradiol e inibina do foliculo
pré-ovulatorio (Baird e Mcneilly, 1981).

A P4 secretada durante o periodo luteal exerceu diversas fungbes durante o
ciclo estral. Inibiu a pulsatilidade de GnRH e o subsequente pico de LH, regulou o
crescimento folicular de forma que o préximo pico de LH induziu a formagéo de um
corpo luteo normal e inibiu a secrecao de PGF2a durante os primeiros dias da fase
lutea (Rubianes, 2000).

A diminuicao dos pulsos de GnRH foi muito importante para que ocorresse o
aumento de FSH nas células hipofisarias, que foi necessario para desencadear o
recrutamento de novos foliculos (Karsch et al., 1988). A freqliéncia nos pulsos de
GnRH aumentou e a amplitude diminui durante a metade da fase folicular quando a
P4 declinou e o estradiol aumentou, coincidindo com o pico pré-ovulatério de LH
(Karsch et al., 1997).

Os maiores foliculos que crescem durante o fim da fase luteal ndo produziram
altos niveis de estrogeno, provavelmente devido as altas concentracbes de P4 a
qual reduziu a pulsatilidade da secrecdo de LH, levando a baixos niveis de
estimulacao dos foliculos em desenvolvimento. Mas o estrogeno foi produzido pelo
maior foliculo da onda ovulatéria e fez um pico dois dias antes da ovulacao
(Rubianes e Menchaca, 2003). O aumento da secregdo de estradiol é o primeiro
sinal para o pico pré-ovulatério de GnRH e LH, e esse aumento foi responsavel

pelas manifestacdes do estro (Rawlings & Cook, 1992).



Apdés o pico de LH e ovulagdo, houve um aumento significativo na
concentracdo de FSH um dia ap6s a ovulagéo seguida por um aumento na secregéao
de estradiol proveniente de um pool de novos foliculos (Duggavathi et al., 2005).

O estro nas ovelhas dura de 24 a 48 horas e 0s seus sinais sdo pouco
evidentes, principalmente na auséncia dos carneiros; a vulva pode ficar edemaciada,
ocorre procura e aproximagdo do macho; o sinal mais caracteristico & deixar-se
montar pelo carneiro. Nesta espécie, utiliza-se o efeito macho que consiste na
introdugédo de um carneiro em um lote de ovelhas, e esse pode antecipar o inicio da
estacdo de monta como também fazer uma sincronizagdo do estro pelo rapido
estimulo para liberagdo de GnRH/LH. No entanto, é necessario um periodo prévio

de isolamento sexual para obter-se este efeito (Moraes et al., 2002).

O inicio da atividade sexual, tanto em machos como em fémeas, é de grande
importancia na exploragdo animal, principalmente no que se refere ao retorno
econdmico da atividade que somente inicia-se quando os animais se reproduzem e
entram na fase produtiva. A puberdade da fémea, desencadeada pelos efeitos
hormonais, é dada pelo crescimento dos foliculos, pela exteriorizacdo do cio e pela
ovulacéo (Sousa et al., 2008). A puberdade, ou seja, a idade da primeira ovulacéao,
ocorre de 6 a 9 meses, quando as ovelhas atingem de 50 a 70% do peso adulto
(Moraes, et al., 2002).

O pico pré-ovulatorio de LH, foi responsavel pela ovulagédo e pela luteinizagao
do foliculo, e subsequente formagao do corpo luteo. Com o desenvolvimento do

corpo luteo a concentragao de P4 secretada por ele aumentou (Rubianes, 2000).

Segundo Leyva et al. (1998), a concentragao plasmatica de P4 ciclica elevou-
se no dia seguinte da ovulacgéo (0,8 ng/mL), mas so6 se tornou significativa a partir do
segundo dia (2,4 + 0,3 ng/mL). A concentracdo de P4 e o didmetro do corpo luteo
aumentaram até o sexto ou sétimo dia do ciclo estral (7,6 + 0,4 ng/mL e 11,4 + 0,2
mm, respectivamente); a partir dai, as duas variaveis ficaram inconstantes até o dia
10. Depois do dia 11, as duas medidas comegaram a decrescer, mas o declinio de
P4 foi mais acentuado, quando comparado com o didmetro do corpo luteo. Por outro
lado segundo Ravindra et al., (1994) a concentragéo de P4 atingiu o pico no 10° dia

apos a ovulagéo.



A ovulacao é espontanea e ocorre proxima ao fim do estro, aproximadamente
24 a 27 horas apés o inicio do estro e pode ocorrer uma ou mais ovulagdes durante
o estro; variando conforme a raga, a idade, o peso, a condi¢ao corporal e o gendtipo.
Os odcitos podem permanecer viaveis por 10 a 25 horas, estes fecundados entram
no utero aproximadamente 72 horas apos a ovulagdo. A gestac&o dura 150 dias; a
ovelha é placenta dependente, ou seja, até o 50°-70° dia a fonte de P4 é o corpo
luteo, depois a placenta torna-se fonte primaria de P4. O puerpério que inclui
involugdo uterina e restabelecimento da atividade ovariana tem duragao de 27 dias
(Jainudeen et al., 2004).

A dinamica folicular € um processo continuo de crescimento e regresséo dos
foliculos antrais que permitem o desenvolvimento do foliculo pré-ovulatorio (Lucy et
al., 1992).

Uma onda folicular foi definida como a emergéncia de um grupo de pequenos
foliculos antrais, com um ou dois foliculos atingindo um didmetro de 5 mm ou mais; o
crescimento folicular ocorreu em padrdao de ondas nos ovinos na estacdo de
acasalamento (Evans et al., 2000) e na estacdo de anestro (Barrett et al., 2004).
Estas ondas emergem com intervalos de 4 a 6 dias, sendo que houve uma interagéo
entre os esterdides ovarianos e as gonadotrofinas responsaveis pela regulacdo da
dinamica folicular (Rubianes, 2000).

Evans et al. (2000) identificaram predominantemente ovelhas que apresentam
duas ou trés ondas foliculares durante o ciclo estral em ovelhas Suffolk e Texel. A
emergéncia da segunda onda, ao que parece, s acontece apds a atresia dos
foliculos da onda antecedente. A emergéncia da segunda onda folicular coincidiu
com o término da fase estatica do maior foliculo da primeira onda, a dominancia
pode ser verificada onde em cada onda folicular observada um foliculo apresentou
um maior crescimento em relagdo ao préximo foliculo de maior didmetro.

As caracteristicas mais freqientes das ondas foliculares segundo Rubianes e
Menchaca (2003) sédo as seguintes: pelo menos um foliculo atingiu o diametro = 5
mm por onda; o maior foliculo de cada onda cresceu por 5-7 dias, com uma taxa de
crescimento de 1Tmm/dia; o didametro maximo do maior foliculo diferiu entre ondas; a
medida que a fase luteal avancou, a concentracdo plasmatica de P4 elevou-se,
facilitando a renovagao dos foliculos; os maiores foliculos presentes nos ovarios no

dia da lutedlise, foram aqueles que ovularam; na maioria dos ciclos com duas



ovulagdes, os foliculos ovulatérios emergiram como parte da mesma onda folicular.
Segundo Barrett et al. (2004), em alguns casos os foliculos ovulatérios podem ter

emergido de ondas foliculares diferentes.

MONITORAMENTO DE ESTRUTURAS OVARIANAS

Os ovarios de ovelhas tém sido examinados com sucesso utilizando-se
transdutor linear de 7,5 MHz transretal desenvolvido para exame de préstata em
humanos. Permitindo o estudo de estruturas ovarianas, diferenciagdo de foliculos,
acompanhamento do mesmo foliculo em observagdes diferentes e a formacgéo do
corpo luteo (Ravindra et al., 1994).

Na visdo de Tendrio Filho (2003) a impossibilidade de manipulagdo dos
ovarios por via retal dificulta o monitoramento da dinamica folicular. O uso do
transdutor transretal, além de provocar desconforto ao animal, ndo produz imagens
detalhadas, por isso preconiza-se a utilizagdo de probe transvaginal.

Um estudo de Souza et al. (2006) teve como objetivo avaliar a morfometria
das estruturas ovarianas em cabras da ragca Saanen através da ultra-sonografia.
Quarenta e oito horas apos o estro os animais foram submetidos ao exame ultra-
sonografico para verificagcdo da presenca de corpos hemorragicos para posterior
comparagao pela laparotomia. Concluiram que a ultra-sonografia foi um método
eficaz ja4 que a correlagéo entre 0 niumero de corpos hemorragicos verificados por
ultra-som e os identificados na laparotomia foi de 0,86.

Em um estudo de Vifioles et al. (2004) avaliando a acuracia da avaliagéo de
estruturas do ovario por ultra-sonografia transretal em ovelhas foi observado que a
sensibilidade do ultra-som foi menor para a presenga de dois do que para presenca
de um corpo luteo. Nas avaliagbes das dimensdes de corpos hemorragicos e de
corpos luteos em regressdo os autores tiveram dificuldades devido a pouca

ecogenicidade o que confundia com o estroma ovariano.



SINCRONIZACAO/INDUGAO DE ESTRO

A sincronizacao de estros em ovinos € uma biotécnica reprodutiva que permite
a concentracdo da inseminagdo e da parigdo em épocas desejaveis dentro dos
sistemas de producao (Evans e Maxwell, 1987).

Em ovinos o estro pode ser eficientemente sincronizado por varias técnicas.
Normalmente sincronizagdo refere-se a concentragdo de animais em estro em
intervalo de tempo restrito, durante a estacéo de acasalamento; e pode ser induzido
de forma sincronizada em qualquer época do ano (Fonseca, 2005a).

O desenvolvimento dos tratamentos de sincronizagdo de estro nos anos de
1960 facilitou o uso de técnicas de inseminacgao artificial em ovelhas e permitiu a
concentragao dos partos (Menchaca et al.,2004).

O sucesso dos programas de inseminacgao artificial estd condicionado a um
maior numero de fémeas em estro e que ovulem em sincronia em um curto periodo,
principalmente em programas de inseminagao artificial em tempo fixo. Portanto, para
uma boa taxa de fertilidade apos IATF é necessario que o tratamento de
sincronizag&o de estro proporcione um elevado grau de sincronia no que diz respeito
ao momento do aparecimento do estro/ovulagéo.

Existem varios métodos para sincronizar o estro que podem ser classificados
em duas categorias principais, os farmacolégicos e os naturais (efeito macho)
(Evans e Maxwell, 1990).

Porque a PGF2a s6 € efetiva em ovelhas com corpo luteo ativo, o tratamento
com P4 por 10-14 dias e uma injecao de gonadotrofina, usualmente eCG, ao retirar
a P4 se tornou o método mais usado e versatil para sincronizagcdo de estro em
ovelhas (Cline et al., 2001).

HORMONIOS UTILIZADOS EM PROTOCOLOS DE INDUGAO/SINCRONIZAGAO
DE ESTRO

Prostaglandina F2a

Sua eficacia depende da funcionalidade do corpo luteo, sendo mais eficaz nos
dias 5 a 14 do ciclo estral. Quando administrada uma Unica vez a porcentagem de
animais que apresentaram manifestacdes de estro dentro de 3 a 4 dias foi de 60-

70%. Ja quando sao realizadas duas aplicagbes com intervalo de 9 a 12 dias, ha
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expectativa de que 100% dos animais apresentem estro. O intervalo entre a

administragdo da PGF2q e o inicio do estro tem sido bastante variado, devido ao

estadio de desenvolvimento folicular encontrada quando a lutedlise foi induzida
(Rubianes, 2000).

As PGF2a tém acéo como fator luteolitico que induz a regresséo prematura
do corpo luteo por meio da interrupcdo da fase progestacional do ciclo estral,
iniciando assim, novo ciclo (Herrera et al., 1990). As PGF2a utilizadas também na
forma de analogos sintéticos, como D-Cloprostenol, servem para lisar os corpos
luteos que possam interferir na sincronizagédo, durante a estagcdo de monta, em
ovelhas que estejam ciclando e apresentem um corpo luteo funcional nos ovarios
(Moraes et al., 2002).

Baird e Scaramuzzi (1976), apo6s utilizacdo de um analogo sintético da
prostaglandina como injeg¢&o unica intramuscular, observaram que a regressao luteal
foi seguida de uma elevacao na concentragdo basal de LH e aumento da secrecgéo
de estradiol. Em cinco das seis ovelhas tratadas foi verificada uma descarga de LH
com pico ocorrendo de 36-78 horas depois da injecdo de PGF2a; a secregéo de
estradiol declinou nas 24 horas seguintes ao pico de LH.

Hackett e Robertson (1980) verificaram menor resposta (20%) quando
utilizaram PGF2a nos dias 2-3 do ciclo estral, mas, quando as doses eram
aumentadas nestes dias, a resposta atingiu 100%. Concluindo que, no inicio do ciclo
estral, o tecido luteal em formacgéo foi mais resistente a lutedlise provocada pela
PGF2a e, devido a meia-vida curta da PGF2a, pequenas doses repetidas deste
hormonio podem ter o mesmo efeito de uma unica dose elevada.

Menchaca et al. (2004) obtiveram uma taxa de prenhez em ovelhas tratadas
com duas doses de PGF2a de 37%, considerada baixa levando em consideragéo a
alta taxa de sincronizagéo. A explicagéo para tal foi a baixa condi¢cao corporal das
ovelhas utilizadas no experimento. Em um estudo de Godfrey et al. (1999) foi
observada taxa de prenhez em dois protocolos de sincronizagao e foi obtido 52,9% e
10% respectivamente para CIDR e PGF2a, quando as ovelhas foram inseminadas
pelo método trans-cervical, mas quando foi utilizado monta natural ndo houve
diferenca (100 e 86% respectivamente para CIDR e PGF2a). Hackett et al. (1981)
observaram 60% de fertilidade em ovelhas tratadas com PGF2a para sincronizagéo

do estro e expostas ao carneiro na monta natural.

11



Godfrey et al.,, (1999) mostraram que ovelhas podem ser sincronizadas
usando qualquer um dos trés protocolos (esponja intravaginal, CIDR e PGF2a), sem
diferencgas significantes na resposta da sincronizacdo ou fungao luteal subseqiente;
afirmaram também que as PGF2a s&o atualmente disponiveis para a sincronizacéo
do estro, mas a baixa taxa de concepgéo podera n&o ser aceita pelos produtores.

A variabilidade entre ovelhas em relagdo ao tempo do inicio do estro limita o
uso mais intensivo da PGF2aq, principalmente quando se utiliza a IATF (Menchaca e
Rubianes, 2004). Esta variabilidade se deve possivelmente ao diferente estagio
ovariano entre os animais quando do inicio do tratamento.

A fertilidade de ovelhas induzidas a ovular pelo tratamento com PGF2a pode
sofrer a influéncia de fatores que afetam o desenvolvimento do foliculo, oécito e do
embrido. As alteragdes nestes processos podem estar relacionadas a algumas
mudancgas observadas durante o ciclo estral induzido pela PGF2a, que inclui um
atraso na formacgéo do corpo luteo, desenvolvimento tardio de blastocistos do dia 13

e um aumento na duracao do ciclo estral (Cardenas et al., 1993).

Progestagenos

A P4 geralmente é aplicada sob a forma de pessarios vaginais contendo
analogos sintéticos (MAP ou FAP), ou um dispositivo intravaginal impregnado com
0,3 g de P4 natural (CIDR, Schering-Plough).

Quando se suprime o tratamento com progestageno, o estro aparece 2 a 3 dias
depois; ao suprimir o tratamento a hipdfise incrementa a liberagcdo de
gonadotrofinas, o que estimula o crescimento e subseqiente ovulagdo. Para a
sincronizacao efetiva a duracdo do tratamento deve ser igual ou superior a vida do
corpo luteo (12 a 14 dias) (Evans e Maxwell, 1990).

Segundo Souza et al. (1994) o pico de LH em ovelhas ocorreu dentro de 4 a 8
horas do inicio do estro. O pico de LH apés o tratamento com P4 e eCG aconteceu
em 45 + 0,9 h e a ovulagéo 66,0 + 0,7 h ap6s a retirada da esponja.

Segundo Moraes et al. (2002) esta técnica, aplicada na estagédo reprodutiva,
apresentou um excelente nivel de sincronizacdo com uma taxa média de fertilidade
do primeiro estro (60-65%).

Em protocolos tradicionais, progestagenos sao utilizados por longos periodos,

estes similares ao tempo de vida de um corpo Iuteo ciclico. Estes se mostram
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eficientes na sincronizagcéo do estro, porém com resultados de fertilidade variaveis
(Rubianes, 2000).

O tratamento com P4 pode afetar a dindmica folicular; no inicio do tratamento é
esperado um efeito supraluteal, que pode provocar um aumento da renovagédo da
populacéo folicular, e no final poderia ocorrer um efeito subluteal que reduziria a
velocidade da renovagdo da populagdo folicular (Hamra et al., 1986). Como
conseqliéncia, um foliculo dominante persistente pode estar presente no ovario no
final do tratamento e ovular apés a retirada da P4. Em vacas, tratamentos com
progestagenos por varios dias promovem o desenvolvimento de foliculos
persistentes que liberam odcitos que sofreram maturagéo prematura provavelmente
levando a baixa fertilidade (Savio et al., 1993).

O tratamento longo com P4 (12 a 14 dias) € amplamente usado em pequenos
ruminantes para indugao e sincronizagao do estro. O resultado do tratamento mostra
alta percentagem de animais em estro, mas baixa fertilidade quando comparadas ao
estro natural (Robinson et al.,, 1970). Entretanto, Evans et al., (2001) n&o
observaram diferengas na qualidade dos embrides colhidos e nas taxas de prenhez,
quando compararam ovelhas induzidas a formar foliculos persistentes com as que

apresentavam foliculos recrutados recentemente.

Gonadotrofina Coriénica Eqiiina (eCG)

A eCG é um horménio fundamental para indugéo de atividade ovariana em
ovelhas, atua simulando a atividade dos horménios FSH e LH e consegue provocar
um desenvolvimento de foliculos mesmo durante os periodos de inatividade
hipofisaria nesses animais.

O aumento do didmetro do foliculo dominante nos animais que recebem eCG
ocorre pelos efeitos desta gonadotrofina no eixo hipotalamo-hipéfise-ovario e pelas
alteragbes nos mecanismos regulatérios intra-ovarianos, devido, principalmente, a
sua meia-vida prolongada e pela sua atividade semelhante ao LH e ao FSH (Uribe -
Velasquez et al., 2002).

Associagdo progestagenos e gonadotrofina coridnica eqiiina

O eCG deve estar associado aos progestagenos para estimular a ovulagéo,

nao sb na estacao reprodutiva, como fora dela, uma vez que, na auséncia deste néo
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ha manifestacao de estros (Rubianes et al., 1998). Assim, Evans e Robinson (1980)
constataram que o uso isolado de eCG, em altas doses, produziu uma resposta
menos eficiente que quando o hormdnio foi combinado com os progestagenos
exdgenos, observando neste caso melhor resposta na fertilidade. Além disso, os
dados obtidos por Cardwell et al. (1998), indicaram que o inicio de estro e a
ovulacdo se manifestaram mais rapido e com menor variagao, quando usado a P4
combinada com a eCG.

A administracdo de eCG no momento da retirada da esponja, possivelmente
diminuiu os efeitos negativos da P4 na dinamica de crescimento folicular e ovulagéo;
o crescimento do foliculo dominante nos animais tratados foi significativamente
maior que no grupo controle no estudo de Uribe-Velasquez (1999), concluindo que a
sincronizagdo do estro e ovulacdo em fémeas ovinas usando progestageno seguido
de 500 Ul de eCG, incrementaram a quantidade de foliculos recrutados, além de
aumentarem o didmetro maximo e a taxa de crescimento dos foliculos grandes na
primeira onda de desenvolvimento folicular.

Evans e Maxwell (1987) preconizaram doses de 600 a 750 Ul de eCG, apés a
retirada dos pessarios vaginais impregnados com 50 mg de MAP, aos 13 dias para
inseminacao de ovelhas fora da estagéo reprodutiva e doses de 400-500 Ul de eCG
para fémeas em estagéo reprodutiva (Evans e Maxwell, 1990).

Luz et al. (1989) utilizaram 91 ovelhas corriedale com estro sincronizado
através do pessario vaginal que permaneceu por 13 dias. Estas foram divididas em
quatro grupos no qual trés dos quatro grupos utilizaram 400 Ul de eCG de diferentes
fontes e o quarto grupo utilizou 4 mL de solugdo salina em substituicdo ao eCG.
Observaram que o grupo de ovelhas no qual ndo foi usado o eCG ndo houve
prenhez enquanto os outros proporcionaram 57,1%; 50,0% e 46,6%,
respectivamente. Concluiram que sua utilizagdo foi indispensavel na inseminacao
artificial, fora da estagcdo de monta, para induzir a ovulagdo em ovelhas com estro
sincronizado.

Dias et al. (2001) obtiveram 76,7% e 96,7% de estro com ovelhas que
receberam 200 e 400 Ul de eCG, respectivamente, apresentando maior percentual
de estro, contra 34,6% das que nao receberam eCG. As fémeas que receberam
eCG mostraram intervalo mais curto além de concentrarem o estro entre 36 e 48 h
apo6s o fim do tratamento. O tratamento sem o uso de eCG mostrou-se ineficiente

para sincronizar o estro e induzir a ovulagdo de ovelhas deslanadas. Bons

14



resultados de fertilidade foram obtidos apds sincronizacdo do estro quando se
utilizou de 200 a 400 Ul de eCG.

Fonseca et al. (2005b) usaram dois protocolos de sincronizagdo de estro em
cabras, sendo T1 esponja contendo 60 mg de MAP permanecendo por 6 dias e
aplicagéo de 200 Ul de eCG e 22,5 ug de cloprostenol, em T2 usou 0os mesmos
horménios usados em T1 s que a esponja permaneceu por 9 dias. Observaram que
ambos os tratamentos foram efetivos em induzir o estro. O intervalo do final do
tratamento ao inicio do estro foi de 49,7+ 15,7 horas. Concluiram que a reducao do
tratamento com progestageno pode ser utilizada sem reducé&o da reposta do estro.
Corroborando os resultados Fonseca et al. (2007) usando o protocolo semelhante ao
T2, no qual o progestageno permanece por 9 dias e aplicagédo de 200 Ul de eCG e
22,5 ug de cloprostenol, mostraram que o intervalo do fim do protocolo ao inicio do
estro foi de 22,9 £ 12,3 horas, mas com um total de 90,7% animais em estro e 60,7%

de taxa de prenhez.
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OBJETIVOS:

OBJETIVO GERAL:

e Comparar o uso de PGF2a a associagcao de progesterona com eCG na

sincronizagdo estral em ovelhas da raga Santa Inés.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Comparar o efeito dos protocolos sobre a manifestagéo de estro;

e Comparar o efeito dos dois protocolos quanto ao tamanho do foliculo

ovulatério;

e Comparar a concentragdo sérica de progesterona no dia sete do ciclo

estral nos dois protocolos utilizados.
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HIPOTESE:

O protocolo de sincronizagcdo de estro associando progesterona com
gonadotrofina coridnica equina tem uma maior taxa de manifestagéo de estro, maior
tamanho do foliculo ovulatério, maior numero de foliculos ovulados que o protocolo

utilizando duas doses de prostaglandina F2a.
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RESUMO GERAL

Este estudo teve por objetivo comparar o uso de PGF2a a associagao de
progesterona (P4) com gonadotrofina coribnica equina (eCG) na sincronizagéo do
estro em ovelhas da ragca Santa Inés. Foram utilizadas 38 fémeas ovinas divididas
em dois grupos aleatoriamente e submetidas a dois protocolos de sincronizagcdo de
estro: protocolo PGF2a (duas doses de 0,530 mg de PGF2a com nove dias de
intervalo) e protocolo P4+eCG (pessario intravaginal de acetato de
medroxiprogesterona por 12 dias e no momento da remoc¢éao do dispositivo aplicagao
de 250 Ul de eCG). As ovelhas foram submetidas ao “cross-over”’, com intervalo de
dois ciclos estrais. Procedeu-se uma ultra-sonografia transretal no ultimo dia do
protocolo para avaliar diametro do maior e do segundo maior foliculo e foi coletado
sangue no dia sete do ciclo estral para avaliacdo da concentragdo sérica de P4.
Exame laparoscopico foi realizado no dia 11 apds o fim dos protocolos para
contagem de corpos luteos. Para os parametros taxa de sincronizagéo, diametro do
maior e do segundo maior foliculo, periodo do final do protocolo ao estro e taxa de
ovulagédo nao foram observadas diferencas entre os protocolos. Foi observado que o
protocolo P4+eCG produziu concentragdes séricas de P4 maiores do que o
protocolo PGF2a (3,9 e 2,8 ng/mL, respectivamente, P<0,05). Nas condi¢cbdes do
presente estudo, embora o protocolo P4+eCG tenha apresentado superioridade em
relacdo a concentracao sérica de P4, o protocolo PGF2a foi tdo eficiente em

sincronizar o estro quanto o P4+eCG.
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Palavras chaves: ovino, taxa de sincronizacdo, diametro folicular,

progesterona sérica.

ESTRUS SYNCHRONIZATION WITH PROSTAGLANDIN F2a COMPARED
TO PROGESTERONE FOLLOWED BY EQUINE CHORIONIC GONADOTROPIN
(ECG) IN SANTA INES EWES REARED IN THE FEDERAL DISTRICT.

ABSTRACT

The aim of this study was to compare two protocols of estrus synchronization in
Santa Inés ewes. Thirty-eight ewes were randomly divided into two groups and
treated with two protocols of estrus synchronization: protocol PGF2a (two doses of
0.530 mg of PGF2a, nine days apart) and protocol P4+eCG (intravaginal sponge
impregnated with medroxyprogesterone acetate, for 12 days and then an injection of
250 IU of eCG). The experiment was in a cross-over design, two estrous cycles
apart. On the final day of protocol a transrectal ultrasound examination was carried
out to measure the size of the largest and second largest ovarian follicles and on day
7 of estrous cycle blood was collected to measure serum P4 concentration.
Laparoscopy was carried out on day 11 after the end of protocols to count corpora
lutea. Synchronization rate, size of largest and second largest ovarian follicles, hours
between the end of the protocol to estrus and ovulation rate did not differ between
protocols. Ewes synchronized with P4+eCG had greater serum P4 concentrations
than ewes synchronized with PGF2a (3.9 and 2.8 ng/mL, respectively, P<0.05).
Based on the results, it may be concluded that although the protocol P4+eCG was
superior in inducing higher serum concentration of P4, the protocol PGF2a was
equivalent regarding estrus synchronization.

Key words: sheep, synchronization rate, follicle size, serum progesterone.
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INTRODUCAO

A ovinocultura € uma atividade em crescimento com um incremento no numero
de cabecas na regido Centro-Oeste (8325 no ano de 2000 para 19000 no ano de
2006) segundo dados do IBGE (2006). A atividade pecuarista esta com interesse
nessa espécie para criagdo, produgdo e consumo, principalmente porque as carnes
ovinas oferecidas tém sido de animais novos e através de cruzamentos industriais
que proporcionam carne mais saborosa. Baseado no volume crescente de abates,
na forte demanda do mercado doméstico e no volume das importacdes, ha
evidencias que a produgdo e o consumo brasileiros de carne ovina tém aumentado
(SOUZA, 2008).

Com a diminuicdo do tamanho das propriedades em decorréncia da reforma
agraria e com a diminuicdo de areas de pastagens pelo avango da agricultura
mecanizada, cada vez mais a producéo de carne tera que se concentrar em animais
gue ocupem pouco espago, comam menos e produzam mais. O despertar do
interesse pela atividade ovino-caprinocultura, também se explica pela rapidez do
ciclo produtivo, que é de quase 2,5 vezes menor que dos bovinos (HINDO, 2006).

Das ragas criadas no pais, destaca-se a Santa Inés, uma raga deslanada, de
grande porte, proveniente do Nordeste brasileiro e que se adapta facilmente a
qualquer sistema de criacdo e pastagem. Além disso, possui uma boa conformacéao
de carcacga e se destaca por ser bastante fértil, prolifica, precoce, rustica e resistente
a parasitas gastrointestinais. Essa raca vem adquirindo grande importancia na
ovinocultura moderna, sendo utilizada tanto pura quanto para cruzamentos
industriais.

A adaptabilidade da raca Santa Inés é uma caracteristica importante quando se
trata de Brasil, pois se sabe que € um pais de dimensdes continentais e possui
regides com diversas caracteristicas e climas diferentes, e essas podem alterar na
ciclicidade dos animais. Sabe-se também que a estacionalidade reprodutiva tem
muitas influéncias como fotoperiodo, nutricdo, idade, ragca entre outras. Destaca-se
que a escolha de ragas adequadas as condi¢des ambientais locais € um dos fatores
preponderantes para o sucesso de um sistema de criagcdo economicamente viavel.
Portanto, € de fundamental importancia o estudo da raga Santa Inés na regido do

Distrito Federal para se ter maior conhecimento do rendimento desta.
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A sincronizagao de estro em ovinos € uma biotécnica reprodutiva que permite a
concentracédo da inseminagcdo e da paricdo em épocas desejaveis dentro dos
sistemas de producédo (EVANS & MAXWELL, 1987). Essa técnica tem sido utilizada
em pequenos ruminantes pelo uso de esponjas intravaginais impregnadas com
progestagenos, tais como acetato de fluorogestona (FGA) e acetato de
medroxiprogesterona (MAP), prostaglandina F2a (PGF2a), gonadotrofina coridnica
eqliina (eCG), implante intravaginal de progesterona (P4; CIDR), consorciados ou
nao (DIAS et al., 2001).

O protocolo mais utilizado é a associacao de P4 com eCG, pois pode ser
utilizado tanto na estagcdo reprodutiva quanto fora dela estimulando a ovulacao
(EVANS & ROBINSON, 1980, EVANS & MAXWELL, 1987; RUBIANES et al., 1998).
Os protocolos desenvolvidos recomendam manter o dispositivo vaginal de P4 por
periodos de 12 a 14 dias. Esses protocolos resultam em altas taxas de inducdo de
cios nos animais tratados, porém com baixa fertilidade. Isso ocorre porque o tempo
de manutencéo do dispositivo gera um excessivo periodo de crescimento do foliculo
e envelhecimento do ovécito. Além disso, o uso excessivo de hormdnios para
sincronizagcdo de estro ndo tem sido muito recomendado pelo receio de residuo
desses na carne que sera consumida.

Como alternativa para a sincronizagdo de estro um protocolo a base de PGF2a
pode ser utilizado por induzir a regressao prematura do corpo luteo por meio da
interrupcédo da fase progestacional do ciclo estral, iniciando, assim, um novo ciclo
(HERRERA et al.,, 1990). O protocolo utilizando duas doses de PGF2a & uma
alternativa ao produtor que quer implementar a sincronizagdo de estro na
propriedade como uma forma de aumentar a eficiéncia reprodutiva e proporcionar a
reducao nos custos com outros manejos, ex: sanitarios, por concentrar os lotes com
as mesmas exigéncias em um mesmo periodo e por reduzir os custos com mao de
obra.

O presente estudo objetivou comparar o protocolo de sincronizagéo de estro a

base de PGF2a ao protocolo com MAP associada a eCG.

MATERIAL E METODOS:

O estudo foi realizado na Fazenda Agua Limpa da UnB, situada em Brasilia,
DF, localizada a 15°46’ de latitude Sul e a 47°55’ de longitude Oeste a uma altitude
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de 1171 m, de clima tropical, no periodo de Julho a Outubro de 2007, ou seja, na
contra-estacao reprodutiva.

Foram utilizadas 38 fémeas ovinas ndo gestantes e ndo lactantes da raca
Santa Inés, examinadas quanto ao estado clinico geral, sanitario e reprodutivo, com
um padrao de escore corporal entre 3 e 4, na escala de 1 a 5 (WHITE & RUSSEL,
1984). As ovelhas foram inicialmente avaliadas quanto a ciclicidade estral e
manifestacdo do estro mediante a utilizagdo de um macho vasectomizado (rufido).
Os animais foram mantidos em sistema intensivo, recebendo agua e sal mineral a
vontade e silagem de milho. Antes do inicio do experimento, os animais passaram
por uma fase de adaptacao, onde, todos foram mantidos juntos por 45 dias com o
objetivo de proporcionar condigbes de adaptabilidade ambiental e 0 mesmo nivel
nutricional.

Em uma primeira etapa, os animais foram divididos aleatoriamente em dois
grupos e submetidos a dois protocolos de sincronizag¢ao (o primeiro dia do protocolo
foi denominado DO0). No protocolo PGF2a foram aplicadas duas doses de PGF2a IM
(0,530 mg de cloprostenol, Ciosin; Schering-Plough, Sdo Paulo) com intervalo de
nove dias (DO e D9) e no protocolo P4+eCG utilizaram-se pessarios vaginais
(BIOREP, UFSM, RS) (D0) contendo 50 mg de MAP inseridos na porg¢éo cranial da
vagina através de um aplicador especifico para fémeas ovinas, permanecendo por
12 dias. No momento da retirada dos pessarios (D12) as ovelhas receberam 250 Ul
de eCG im (Novormon; Schering-Plough, S&o Paulo). Ao fim do protocolo as ovelhas
foram mantidas na presengca de um macho vasectomizado, previamente testado,
pintado com uma mistura de 6leo e tinta em p6 por todo o peito para marcagao das
fémeas em estro. O macho vasectomizado permaneceu com as 38 fémeas até a
ultima manifestacéo de estro. As ovelhas foram observadas duas vezes ao dia (7:00
e 19:00 h) por um periodo de 60 min em cada observagcao e consideradas em estro
quando se observava o rufido montando e a fémea permanecendo parada e/ou
quando havia tinta na regido lombar da fémea.

No D9 do protocolo PGF2a e no D12 do protocolo P4+eCG os ovarios foram
avaliados por ultra-sonografia trans-retal com auxilio da técnica de laparoscopia, na
qual as ovelhas foram preparadas para laparoscopia ficando previamente em jejum
alimentar de 24 h e hidrico de 12 h, e posteriormente posicionadas em uma cama
cirargica em decubito dorsal, ficando com a cabeca inclinada para baixo formando

um angulo de 45°. Foram feitas tricotomia e anti-sepsia do abdémen e nos locais
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onde foram inseridos os trocateres foram infiltrados 5,0 mL de lidocaina a 2,0%. A
cavidade abdominal foi distendida com diéxido de carbono e com o laparoscépio (7,5
mm e 30° Storz) foi visualizado o utero e feita apreensdo dos ovarios com pinca
atraumatica. Ao mesmo tempo, foi injetado carboximeticelulose com auxilio de uma
seringa de 20 mL no reto e introduzido um transdutor linear bifrequencial (6,0 e 8,0
MHz) do aparelho de ultra-som Falco 100 (Pie Medical, Nutricell, Sdo Paulo). O
transdutor foi acoplado a um cano de pvc para facilitar o seu manuseio no reto dos
animais. As imagens foram obtidas na freqiéncia de 8,0 MHz. Ao serem
visualizadas, as imagens ovarianas foram congeladas para a mensurag¢do dos dois
maiores foliculos nos ovarios.

Logo ap6s o procedimento, o dioxido de carbono foi retirado por presséo
abdominal assim como o transdutor e os trocateres. Os locais de pun¢ao receberam
oxitetraciclina em forma de aerossol e pomada cicatrizante. As ovelhas foram
retiradas da cama cirurgica e encaminhadas a um piquete provido de agua e
alimento.

Apdés 11 d (D20, protocolo PGF2a e D23, protocolo P4+eCG) do final do
protocolo, os animais foram submetidos a técnica de laparoscopia, conforme
descrito anteriormente, para avaliagédo e contagem dos corpos luteos.

Coletas de sangue foram realizadas para determinacdo sorolégica da
concentracédo de P4 sete d apds a observacéo do estro. O sangue foi coletado por
punc¢ao da veia jugular, em tubos a vacuo que foram acondicionados a 5°C até a
centrifugacéo, no dia seguinte a coleta. Logo apds, o soro foi aspirado e estocado
em tubos eppendorf a -20°C até a analise. As concentragdes séricas de P4 foram
determinadas pela técnica de radioimunoensaio (RIA) utilizando kits comerciais
(Coat-a-count, DPC, Diagnostic Products Co, Los Angeles, CA, USA) e seguindo as
recomendagdes do fabricante. O coeficiente de variagéo intra-ensaio foi de 4,6%.
Este ensaio foi realizado no laboratério de Reprodugcdo Animal da Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia.

Na segunda etapa os dois protocolos de sincronizagdo de estro foram
alternados nas ovelhas caracterizando um modelo “cross-over” com um descanso

de dois ciclos estrais entre o fim de um protocolo e o inicio de outro.
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ANALISE ESTATISTICA

As variaveis analisadas foram testadas quanto a sua normalidade e
homocedasticia, através do teste de Lilliefors e Cochran, respectivamente. As
variaveis que apresentaram distribuicdo normal e homocedasticia (concentragao
sérica de P4) foram analisadas pelo teste t pareado. As demais nao apresentaram
distribuicao normal e, portanto, foram analisadas pelo teste ndo paramétrico de
Wilcoxon. As variaveis binomiais foram comparadas pelo teste Qui-quadrado. Para a

discusséo, utilizou-se o grau de significancia de P < 0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Todas as ovelhas utilizadas no experimento foram detectadas em estro apos a
utilizagcdo de ambos os protocolos de sincronizagdo (Tabela 1). No trabalho de
MENCHACA et al. (2004) foi observado comportamento de estro dentro de 72 horas
apos a segunda dose de PGF2a em 93,9% das fémeas multiparas e em 82,4% das
nuliparas. GODFREY et al. (1997) observaram que dentro de trés dias 71,4% das
fémeas entraram em estro ap6s a segunda aplicacado de PGF2a. RODRIGUES et al.
(2004) estudando diferentes doses de eCG apds a retirada do pessario vaginal em
ovelhas deslanadas observaram 100% de manifestagdo de estro nas ovelhas com
dose de 200 Ul de eCG. Resultado semelhante foi observado por AINSWORTH &
WOLYNETZ (1982) no qual em 96% das ovelhas tratadas com P4+eCG, foi
observado o estro. DIAS et al. (2001) obtiveram 76,7% de ovelhas em estro apds
aplicagéo de 200 Ul de eCG. Essa maior taxa de deteccado de estro do presente
estudo, em relagcdo a alguns dos trabalhos citados acima, pode ser devido a
introdu¢cdo de um macho no mesmo dia do final dos protocolos, além da excelente
condicao corporal dos animais. Segundo YILDIZ et al. (2003) o estado nutricional
das ovelhas influencia a secregcédo de LH, inclusive aparentemente mais do que a
introdugdo do macho ou seu tempo de introdugdo depois da segunda aplicagao de
PGF2a. As medidas de escore de condicdo corporal refletem o grau e
armazenamento de energia do animal e estao relacionadas a eficiéncia reprodutiva,
taxa de mortalidade das crias e aos melhores resultados em programas de

sincronizacgao de estro.
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Quando se trata do periodo de tempo entre o fim dos protocolos ao estro ndo
houve diferenca (P>0,05) entre os tratamentos PGF2a e P4+eCG (Tabela 1), apesar
de GREYLING & BRINK (1987) terem afirmado que o uso de eCG associado a
progestagenos reduz o intervalo entre a remogao do implante ao estro. Além disso,
EVANS & ROBINSON (1980) observaram correlagao negativa entre a dose de eCG
utiizada e o tempo para manifestacdo de estro apdés o tratamento, com um
decréscimo de 14 h ao utilizar doses maiores (0-1600 Ul de eCG). Quando
utilizaram 200 Ul observaram estro em ovelhas na contra-estacao com 48 h do fim
do tratamento. Pode-se ver nos estudos de GODFREY e colaboradores uma
contradicdo em relagdo as horas até a manifestacdo do estro depois da segunda
dose de PGF2a. Num primeiro trabalho os autores observaram 69,6 horas
(GODFREY et al., 1997), similar aos resultados obtidos no presente estudo, € num
segundo trabalho observaram 31,6 horas (GODFREY et al., 1999) apesar de terem
utilizado o mesmo protocolo. Esse contraste pode ser devido ao diferente estagio de
desenvolvimento folicular em que as ovelhas se encontravam no momento do
tratamento (RUBIANES, 2000).

Tabela 1. Manifestacdo de estro, periodo entre o final do protocolo ao estro,
didmetro do maior foliculo e do segundo maior foliculo, ovelhas com CL ao final do
protocolo, média de foliculos ovulados e concentragao sérica de P4 no dia sete do
ciclo estral nos protocolos de sincronizacdo PGF2a (duas inje¢cdes de PGF2a com
nove dias de intervalo, n = 38) e P4+eCG (implante intravaginal de MAP mantido por
12 dias e 250 Ul de eCG foram aplicadas no momento da remogé&o do implante, n =

38) em ovelhas da raga Santa Inés (porcentagem ou média + EP).

PGF2a P4+eCG
Ovelhas em estro; % (n/n) 100,0 (38/38) 100,0 (38/38)
Tempo entre final do protocolo ao estro; h 66,0+ 2,5 67,3 +2.8
Diametro do maior foliculo; mm 3,5+0,2 3,1+0,2
Diametro do segundo maior foliculo; mm 24+0,2 2,2+0,2
Ovelhas com CL no final do protocolo, % 79,0° 7,9°
Média de foliculos ovulados; n 1,5+0,1 1,7+0,2
Concentracgéo sérica de P4, n 28+0,1? 39+0,1°

2bDiferenca entre tratamentos (P < 0,05).
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MENCHACA et al. (2004) com aplicagbes de duas doses de analogos da
PGF2a dadas com sete d de intervalo observaram uma taxa de sincronizagdo boa
com 80% das ovelhas manifestando estro entre 25 e 48 horas do tratamento,
mostrando uma manifestacdo de estro mais cedo do que se pdde observar no
presente estudo no qual a maior manifestacao de estro ocorreu entre 37 e 72 horas
(Figura 1 e Tabela 2). Essa diferenca de resultados entre os experimentos pode ter
sido, pelo menos parcialmente, devido ao intervalo de 12 h entre as observacgdes de

estro em nosso estudo e n&do observagao constante, ou seja, 24 h ao dia.
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Figura 1: Dados acumulados de manifestacao de estro nos intervalos de observacao
a cada 12 horas a partir do final dos protocolos PGF2a (duas injecées de PGF2a
com nove dias de intervalo, n = 38) e protocolo P4+eCG (implante intravaginal de P4
foi mantido por 12 dias e 250 Ul de eCG foram aplicadas no momento da remocgéao
do implante, n = 38), mostrando o agrupamento da manifestacéo de estro em cada

intervalo até o fim da observacao (porcentagem).

Os resultados apresentados na tabela 2 também demonstram uma tendéncia
de um numero maior de fémeas aceitando monta no periodo noturno (nos intervalos
37 a48 h e 61 a 72 h). Observacgdes desse tipo, ou seja, um possivel efeito de ritmo

circadiano no comportamento estral, foram pouco relatadas na literatura.
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Tabela 2: Incidéncia de ovelhas marcadas pelo rufido no tratamento com PGF2a
(duas inje¢cdes de PGF2a com nove dias de intervalo, n = 38) ou P4+eCG (implante
intravaginal de P4 foi mantido por 12 dias e 250 Ul de eCG foram aplicadas no
momento da remog¢ao do implante, n = 38), nos intervalos de observacao de estro a

cada 12 horas a partir do final dos protocolos (porcentagem).

Intervalos de observacao de estro (h)

0-24  25-36  37-48 49-60 61-72 73-84  85-96

PGF2a; % 0 0 34,2 10,5 31,6 18,4 5,3
(n/n) (0/38) (0/38) (13/38)  (4/38)  (12/38)  (7/38)  (2/38)
P4+eCG; % 2,6 0 31,6 2,6 31,6 26,3 5,3

(n/n) (1/38)  (0/38) (12/38)  (1/38)  (12/38) (10/38) (2/38)

A média do didmetro do maior foliculo e do segundo maior foliculo observada
ao exame ultra-sonografico ao fim do tratamento nao diferiu entre os protocolos (P >
0,05) (Tabela 1). CARDENAS et al. (2004) observaram foliculos pré-ovulatérios de
7,6 mm apo6s administracédo de PGF2a e GnRH. LOPEZ-SEBASTIAN et al. (1997)
avaliando a dinamica folicular em ovelhas Merino observaram os tamanhos dos dois
maiores foliculos nos ovarios. O maior foliculo permaneceu com tamanho constante
nos ultimos sete dias do ciclo estral (5,1 a 5,6 mm), mas aumentou para 6,6 mm no
dia 0 (dia da manifestacao de estro), enquanto o segundo maior foliculo permaneceu
com tamanho 3,9 mm. URIBE-VELASQUEZ et al. (2002) observaram diametro
maximo de 4,3 mm do foliculo, no dia da ovulagéo, para ovelhas tratadas com duas
doses de PGF2a com intervalo de 9 dias e 5,4 mm para ovelhas tratadas com
P4+eCG. Observaram também que o crescimento do foliculo dominante nos animais
tratados com P4+eCG foi maior que nos tratados com PGF2a, atribuindo este
resultado ao uso da eCG associado a P4. Neste trabalho n&o foi observada
diferenca entre os protocolos, provavelmente porque as medi¢cdes foram realizadas
ao fim dos protocolos ndo havendo tempo de acdo da eCG. O presente estudo
mostrou diametros foliculares diferentes dos estudos citados anteriormente. Isso

deve ter sido causado porque os foliculos foram medidos pelo menos dois dias antes
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das ovelhas manifestarem estro, diferente dos outros estudos em que foi medido no
dia da ovulacéo.

Ao exame ultra-sonografico realizado no ultimo dia de tratamento hormonal dos
protocolos, foi observado que em 79,0% das ovelhas do grupo PGF2a e em apenas
7,9% daquelas do grupo P4+eCG havia corpo luteo presente em pelo menos um dos
ovarios. Esse resultado ja era esperado, pois ao avaliar a dinamica do protocolo
P4+eCG a P4 permanece tempo o suficiente para haver lutedlise (12 dias). Ja o
proprio principio do protocolo PGF2a baseia-se na presenga de um corpo luteo
maduro no momento da segunda aplicagdo do medicamento, para que o programa
de sincronizagao seja eficiente.

Independentemente do tratamento utilizado neste estudo obteve-se uma alta
taxa de foliculos ovulados, na qual 100% das ovelhas submetidas aos tratamentos
com PGF2a e com P4+eCG ovularam pelo menos um foliculo. Observando a média
de foliculos ovulados entre os protocolos ndo houve diferengca entre o protocolo
PGF2a e o protocolo P4+eCG (Tabela 1). Resultados semelhantes foram relatados
por RODRIGUES et al. (2004) em ovelhas deslanadas, cuja taxa ovulatéria foi de 1,4
+ 0,6 com a dose 200 Ul de eCG. Esses autores afirmaram que ovelhas deslanadas
de clima tropical necessitam de doses menores para os trabalhos de sincronizag&o
de estro. Ja DIAS et al. (2001) obtiveram 73,3% de ovelhas com ovulagéo utilizando
a mesma dose de 200 Ul de eCG. Também nao foi observada diferenga entre a
média de foliculos ovulados no ovario direito (0,79) e no esquerdo (0,78) em ambos
os protocolos.

Para a concentragéo sérica de P4 no dia sete do ciclo estral foi observada uma
superioridade do protocolo P4+eCG em relacdo ao PGF2a (Tabela 1). Esse
resultado foi semelhante ao apresentado por URIBE-VELASQUEZ et al.(2002) em
ovelhas Bergamacia utilizando tratamentos com PGF2a (aproximadamente, 4,0
ng/mL) e P4+eCG (aproximadamente 6,0 ng/mL). Resultado semelhante também foi
apresentado por EVANS & ROBINSON (1980) que obtiveram concentragdo de P4
no dia seis do ciclo estral de 3,3 £ 0,2 ng/mL apds remoc¢ao do implante de P4 e
aplicagcédo de eCG, mas diferente de GODFREY et al. (1997) que mediram a
concentracéo de P4 no dia 10 depois da sincronizagao de estro e ndo detectaram
diferenca entre CIDR (10,8 ng/mL) e PGF2a (10,4 ng/mL). Esse estudo entretanto,

nao utilizou eCG em associagdo ao implante intravaginal de P4.
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EVANS & ROBINSON (1980) demonstraram que a eCG pode superestimular
os foliculos ovarianos resultando em corpos luteos de maior didametro e
consequentemente aumentando a concentracédo circulante de P4. Além disso, a
eCG tem meia vida prolongada (Mapletoft et al., 2002) promovendo um efeito
estimulatério no corpo luteo recém formado. Concentracao circulante elevada de P4
nos primeiros dias da fase luteal na ovelha é importante para a expressdao de
diversos fatores de crescimento, principalmente fator de crescimento semelhante a
insulina (IGF), nas secrec¢des uterinas e dos ovidutos (OSGERBY et al., 1999),
crucial para o desenvolvimento embrionario. Apesar disso, no presente estudo, nao
€ possivel afirmar que esse aumento de P4 circulante induzido pelo protocolo
P4+eCG estaria correlacionado com maiores taxas de concepgdo, pois o
experimento n&o foi delineado para testar essa hipotese.

Pelo fato de ambos os protocolos terem sido eficientes em sincronizar o estro
nas ovelhas do presente estudo, cria-se uma perspectiva atraente do uso em maior
escala do protocolo PGF2a por ser um protocolo de menor custo (entre 30 e 60% do
custo em relacédo ao protocolo P4+eCG). Apesar de estudos mostrarem que o
protocolo com PGF2a pode afetar o transporte espermatico interferindo na taxa de
concepg¢ao (HAWK, 1973) outros estudos mostraram resultados satisfatorios e
semelhantes comparando protocolos com P4 versus PGF2a, como o estudo de
GODFREY et al. (1997) que n&do observaram diferenca (100% e 86%,
respectivamente) na taxa de prenhez entre os tratamentos.

Este estudo foi realizado na contra-estagcéo reprodutiva (Julho a Outubro) e os
meses em que as ovelhas foram estudadas foram meses de seca na qual ndo havia
pastagem para os animais se alimentarem. Por isso foram mantidos em
confinamento, o que pode ter contribuido com o fato do fotoperiodo nao ter
interferido nos resultados. Se isso fosse o0 caso, os animais n&o teriam respondido
ao protocolo com PGF2a. Além disso, GODFREY et al. (1997) mostraram que o
estro sincronizado com PGF2a ou com P4 pode ser feito com sucesso em ovelhas
nos tropicos em diferentes épocas do ano. O fotoperiodo no local (llhas Virgens)
flutua duas h no ano e néo parece ser o suficiente para influenciar a ciclicidade estral
nas ovelhas, apesar de que um estudo conduzido por MARTINS et al. (2003)
observou que a qualidade seminal e, consequientemente, o diagnostico de fertilidade
foram afetados pelas variagbes estacionais, em carneiro da raga Santa Inés na

regiao do Distrito Federal.
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Apesar da eficacia, um fator negativo que deve ser considerado em relagéo ao
protocolo P4+eCG é que diversos paises nao estdo mais permitindo a utilizagcédo de
alguns tratamentos hormonais em animais de interesse zootécnico. Por exemplo,
nos Estados Unidos o “U.S. Food and Drug Administration” ndo aprova o uso do
protocolo mencionado acima e isso limitou drasticamente o uso desta tecnologia
(CLINE et al., 2001). Com o tempo, o uso de horménios para sincronizagéo de estro
devera ser desaprovado pela sociedade. Por isso ressalta-se a importancia deste
estudo avaliando o protocolo alternativo com PGF2a por proporcionar uma forma de

sincronizag&o mais proxima do natural.

CONCLUSAO

Nas condicbes do presente estudo, embora o protocolo P4+eCG tenha
apresentado superioridade por ter aumentado a concentracdo sérica de P4, o
protocolo PGF2a foi tao eficiente em sincronizar o estro quanto o anterior.

Novos estudos sdo necessarios para investigar os efeitos na taxa de
concepgao e na qualidade do embridao comparando os protocolos com PGF2a e com
P4+eCG.
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