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RESUMO

SINCRONIZACAO DO ESTRO DE OVELHAS SANTA INES UTILIZANDO FSH:LH

Nathalia Hack Moreira', Alexandre Floriani Ramos '
"Faculdade de Agronomia e Veterinaria - UnB, Brasilia-DF, 2 Embrapa Recursos Genéticos e

Biotecnologia, Brasilia-DF.

Este estudo teve como objetivo avaliar o efeito de diferentes fontes de promotores do
crescimento folicular (FSH:LH e eCG) na sincronizacdo do estro, ovulacdo e fertilidade de
ovelhas Santa Inés. Para tanto, matrizes Santa Inés foram submetidas a protocolos de
sincronizacdo seguida de inseminacdo artificial em tempo fixo (IATF) com sémen congelado.
No Experimento 1, as matrizes (n=44) iniciaram protocolo com dispositivos intravaginais
impregnados com progestagenos (60 mg de acetato de medroxiprogesterona - Progespon®) e
mantidos por 12 dias. Na remocéo do pessario, 0s animais foram divididos em quatro grupos:
G300eCG receberam 300 Ul de ECG por via intramuscular; G20FSH:LH receberam 20 Ul de
FSH:LH; G40FSH:LH receberam 40 Ul de FSH:LH; e G20/20FSH:LH receberam 40 Ul de
FSH:LH dividido em duas doses administradas 12 horas antes e no momento da remogéo do
pessario. Os animais foram mantidos com rufido para deteccdo do estro. Os foliculos foram
avaliados (ultrassonografia) em intervalos de 4 horas até a ovulacdo e os corpos luteos sete
dias apos a ovulagdo. O sangue foi coletado para avaliacdo da concentracdo serica de P4 por
radioimunoensaio. No Experimento 2 foi realizado por inseminacdo artificial em tempo fixo
por laparoscopia as 64 e 74 horas apos a remogdo do MAP, nos grupos G300eCG e
G20FSH:LH respectivamente, com o objetivo de avaliar a eficiéncia dos protocolos. Na
analise estatistica utilizou-se ANOVA e as médias comparadas pelo teste de Duncan, as



variaveis sem distribuicdo normal foram analisadas pelo teste de Kruskal-Wallis, e os dados
binomiais pelo teste de Qui-quadrado. A hora do estro e da ovulagdo, didmetro do maior
foliculo, volume luteal e concentracdo sérica de progesterona foram semelhantes entre os
protocolos (P>0,05).0 tempo entre a remocéao do pessario intravaginal até o estro e ovulacéo
variaram de 46,3+11,8 a 53,0+7,2 e 80,4+17,3 a 95,3%6,1, respectivamente. A alta variacdo na
distribuicdo do estro e da ovulacdo, em todos os tratamentos, mostrou que nenhum dos
protocolos foi eficiente na sincronizacdo do estro e ovulacédo, evidenciando a necessidade de
desenvolvimento de protocolos mais eficientes. O numero de ovelhas em estro ndo diferiu
entre os grupos G300eCG e G20FSH:LH, tendo valores de 72% e 71%, respectivamente
(P>0,05). A taxa de fertilidade foi semelhante ao utilizar 300 Ul de eCG (38%) ou 20 Ul de
FSH:LH (26,9%) ap0s a remoc¢ao do pessario vaginal (P>0,05). Durante a estacao seca, tanto
0 protocolo utilizando eCG quanto FSH:LH nas diferentes doses, ndo foram eficientes na
sincronizagdo do estro e da ovulacgdo, resultando em baixa taxa de fertilidade com IATF
usando sémen congelado, no entanto a semelhanca entre os tratamentos sugere que o eCG

pode ser substituido pelo FSH:LH em programas de sincronizacéo do estro.

Palavras chaves: Foliculo, ovulacéo, ovino, fertilidade, inseminacéo.



ABSTRACT

ESTROUS SYNCHRONIZATION IN SANTA INES SHEEP USING FSH:LH

Nathalia Hack Moreira', Alexandre Floriani Ramos '
'School of Agronomy and Veterinary Medicine - UnB, DF, > Embrapa Genetic Resources and

Biotechnology

The purpose of this study to evaluate the effect of different sources of follicular growth
promoters (FSH:LH and eCG) on estrus synchronization, ovulation and fertility of Santa Inés
ewes. Therefore, arrays Santa Inés underwent synchronization protocols followed by fixed-
time artificial insemination (TAI) with frozen semen. In Experiment 1, the arrays (n=44)
initiated protocol with intravaginal devices impregnated with progesterone (60 mg of
medroxyprogesterone acetate - Progespon®) and kept for 12 days. On P4 removal, the
animals were divided into four groups: G300eCG received 300 IU intramuscularly ECG;
G20FSH: LH received 20 IU FSH:LH; G40FSH:LH received 40 IU FSH:LH, and
G20/20FSH:LH received 40 IU FSH:LH administered in two divided doses, 12 hours before
and at the time of P4 removal. The animals were maintained with teaser for estrus detection.
The follicles were ultrasound evaluated with 4 hours interval and again seven days after
ovulation for corpora lutea assessment. Radioimmunoassay was performed to access P4 from
serum of collected blood samples. In Experiment 2 TAI was performed using laparoscopy at
64 and 74 hours after removal of MAP, in groups G300eCG G20FSH: LH respectively, in
order to evaluate protocols efficiency. For statistical analysis was used ANOVA and means
were compared by Duncan test, variables without normal distribution were analyzed using

Kruskal-Wallis test, and binomial data by Chi-square. The time of oestrus and ovulation,



Xi

largest follicle diameter, luteal volume and progesterone concentration were similar among
protocols (P> 0.05). The time between removal of intravaginal device to estrus and ovulation
ranged from 46.3 + 11.8 to 53.0 = 7.2 and 80.4 £ 17.3 to 95.3 £ 6.1, respectively. The high
variation in the estrus and ovulation distribution in all treatments showed that none of
protocols was effective in estrus and ovulation synchronization, suggesting the need for
development of more efficient protocols. The number of ewes in estrus did not differ between
groups G300eCG (72%) and G20FSH:LH (71%) (P> 0.05). Fertility rate was similar when
using 300 1U eCG (38%) or 20 IU FSH: LH (26.9%) after removal of vaginal pessary (P>
0.05). During the dry season, both eCG as FSH:LH using at different doses protocol was not
effective in estrus and ovulation synchronization, resulting in low fertility rate with TAI using
frozen semen, however the similarity among treatments suggests that the eCG can be replaced

by FSH:LH in oestrus synchronization programs.

Keywords: Follicle, ovulation, sheep, fertility, insemination.
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CAPITULO 1



1 INTRODUCAO

O continuo crescimento da populacdo mundial faz dos ovinos animais de
grande importancia na producao de alimentos, principalmente para as economias de paises em
desenvolvimento, e em particular, para aqueles com condicdes climaticas adversas ou com
terras subférteis. Segundo o IBGE (2011), o rebanho nacional de ovinos possui
aproximadamente 17,6 milhdes de cabegas. O maior efetivo do rebanho se encontra no
Nordeste, que detém cerca de 57,23%, seguidos pelas regides Sul (27,99%) e Centro-Oeste
(6,84%). Ainda assim, o rebanho ovino das regides tradicionais de criacdo é insuficiente para
suprir o mercado interno brasileiro. Desta forma, o espaco para a carne importada vem
aumentando - de 1997 a 2008 a importacdo de carne ovina passou de um valor de US$ 6
milhdes para mais de US$ 23 milhdes (ASPACO, 2010).

Ao longo dos anos, a domesticacdo, a pressdo adaptativa e a distribuicdo
cosmopolita das racas fizeram com que muitos grupos raciais ampliassem o periodo de
atividade reprodutiva, havendo casos em que a estacionalidade praticamente inexistente
(Bicudo et al., 2009). A raca deslanada Santa Inés, vem demonstrando ter um alto potencial de
adaptacdo a regido nordestina, sendo consideradas como poliéstricas continuas por
apresentarem atividades reprodutivas durante todo o ano nesta regido. Possuem bons indices
produtivos e reprodutivos, com boa conformacdo de carcaca, fertilidade, prolificidade,
precocidade, rusticidade e resisténcia a parasitas gastrointestinais. Essa raca vem adquirindo
grande importancia a nivel nacional, sendo considerada uma excelente alternativa na
producdo de carne para quase todas as regides tropicais do Brasil, em especial nas zonas

semiaridas nordestinas (Silva et al., 2010).



No Brasil a expansdo da criacdo de ovinos tem sido percebida em todas as
regibes geograficas, entretanto, a velocidade de crescimento e a organizacdo da cadeia
produtiva ainda sdo insatisfatorias e tém representado o principal obstaculo a popularizacéo
da adocdo da Reproducgdo Assistida e consolidagdo do emprego das Biotécnicas, importantes
por permitir a maximizagdo de material genético, controle e concentracdo dos periodos de
paricdo e desmama, obtendo uma maior uniformidade no lote de abate (Abecia et al., 2012).
Diversos sdo o0s entraves ainda existentes, alguns deles inerentes as peculiaridades fisioldgicas
da espécie ovina, outros decorrentes das conjunturas regionais e circunstancias econémicas
(Bicudo et al., 2009).

A sincronizacdo do estro é uma das importantes biotecnologias que deve ser
empregada a fim de aumentar a eficiéncia reprodutiva. O protocolo mais utilizado para a
sincronizacdo é a associacdo da progesterona ou progestageno (lida et al., 2004; Zeleke et al.,
2005) a gonadotrofina coribnica equina (eCG) (Maurel et al., 2003; Barrett et al., 2004),
gerando uma sincronia que permite o emprego da inseminacdo artificial em tempo fixo
(IATF) (Oliveira et al.,, 2009). Embora, muitas vezes, sejam obtidos altos indices de
fertilidade, existe uma inconsisténcia nos resultados, entre rebanhos ou mesmo dentro do
mesmo rebanho, que podem estar relacionadas a diferencas de manejo (Silva & Araujo, 2000)
ou a formacdo de anticorpos anti-eCG apds sucessivos usos, do eCG, no mesmo animal
(Bodin et al., 1997; Roy et al., 1999).

A fim de evitar os efeitos indesejaveis da utilizacdo sucessiva do eCG, a
utilizacdo dos hormonios foliculo estimulante (FSH) associado ao hormonio luteinizante (LH)
pode ser uma alternativa viavel na substituicdo do eCG, evitando 0 seu uso continuo em
consecutivos programas de sincronizagdo do estro. Além disso, também existe uma crescente
preocupacao por alimentos mais saudaveis com a minima quantidade de residuos hormonais e
eliminacdo de metabdlitos no meio ambiente (MAPA, 2010), sendo assim, a substituicdo
poderia ser benéfica uma vez que o eCG possui meia-vida longa (Christakos & Bahl, 1979;
Dieleman et al., 1993) enquanto que o FSH possui eliminacao rapida do organismo (Ammoun
et al., 2006).



1.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito de diferentes fontes de promotores do crescimento folicular
(FSH:LH e eCG) na sincronizagédo do estro, ovulacao e fertilidade de ovelhas da raga Santa

Inés.

1.2 Objetivos Especificos

Avaliar o efeito de diferentes protocolos com FSH:LH ou eCG sobre o tempo

de manifestagéo do estro e da ovulagéo ovina.

Avaliar o efeito de diferentes protocolos com FSH:LH ou eCG no tamanho do
foliculo pré-ovulatério e volume luteal no sétimo dia apds a ovulacdo, bem como, a

concentracdo sérica de progesterona.

Avaliar a fertilidade de ovelhas Santa Inés submetidas a protocolos de
sincronizacdo do estro com FSH:LH ou eCG e inseminadas com sémen congelado em tempo

fixo.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Ciclo reprodutivo da ovelha

Os ovinos sdo poliéstricos sazonais. Sendo assim, a atividade reprodutiva na
ovelha é caracterizada de duas formas. A primeira é na forma de ciclo estral com duracdo de
16 a 17 dias. A outra é um ritmo anual de ciclicidade ovariana, caracterizada por uma parada
(anestro) e restauracao (estacao reprodutiva) dos ciclos ovarianos ovulatérios, dependendo da
estacdo do ano (Revisado por: Driancourt et al., 1985; Viu et al., 2006). A dltima forma, no
entanto, ocorre principalmente em animais criados em latitudes superiores a 35°, tanto no
hemisfério norte quanto no sul (Chemineau et al., 1991). O comprimento do ciclo estral é
pouco variavel ao longo da estacdo reprodutiva, existindo pequenas diferencas entre racas,
idade das ovelhas (Bartlewski et al., 2011).

O ovério de ovelhas adultas contém entre 40.000 a 300.000 foliculos
primordiais e entre 100 e 400 foliculos em crescimento, dos quais 10-40 s&o visiveis na
superficie do ovario (Driancourt, 1991; Souza et al., 1997a). O crescimento do foliculo
primordial até a fase pré-ovulatdria em ovelhas é superior a seis meses. O crescimento do
foliculo primordial até a fase pré-antral precoce (~ 0,2 mm de diametro) tem duragéo
aproximada de 130 dias (Cahill & Mauleon, 1980); para que o foliculo atinja 0,5 mm séo
necessarios mais 24-35 dias, e mais 5 dias para que ele chegue a 2,2 mm de didmetro; o

tamanho pré-ovulatorio (pelo menos 4 mm de diametro) é atingido aproximadamente 4 dias



mais tarde (Turnbull et al., 1977). A medida que o didmetro folicular aumenta para cerca de
1-2 mm, a ultrassonografia ovariana torna-se uma ferramenta Gtil para a avaliacdo do
desenvolvimento folicular, ovulacdo e formacdo do corpo luteo (Schrick et al., 1993; Vifioles
et al., 2004; Gonzalez-Bulnes et al. , 2010).

Durante a época reprodutiva 0s ovinos apresentam um padrdo de 3 a 4 ondas
foliculares. A “onda” folicular é o periodo em que o numero de foliculos pequenos, médios e
grandes cresce até chegar a fase estatica onde ira ovular (onda ovulatoria) ou entrar em atresia
(fase de regressdo folicular) (Evans et al.,, 2000; Zieba et al., 2002). O padrdao de
desenvolvimento folicular esta intimamente associado a aumentos diarios nas concentracfes
séricas de FSH. Pouco antes da emergéncia da onda pode-se observar a formacgdo de picos
transitérios na concentracdo de FSH. Apesar do FSH ter sido relacionado ao controle inicial
do crescimento de foliculos antrais, o desenvolvimento folicular e subsequente atresia sdo
independentes das flutuacbes de FSH (Bartlewski et al., 1999a; Bartlewski et al., 2000;
Duggavathi et al., 2003a). Além disso, a emergéncia da onda folicular estd associada com o
inicio do aumento transitorio nas concentracGes séricas de estradiol, e o pico de estradiol
coincide com o final da fase de crescimento dos maiores foliculos de cada onda (Bartlewski et
al., 2000; Duggavathi et al., 2003a).

Em cada onda folicular, entre 1 a 4 foliculos atingem o estadio final de
desenvolvimento (Bartlewski et al., 1999a; Gibbons et al., 1999). Na maioria das racas de
ovinos, apenas um foliculo ovula ao final de cada ciclo estral, porém, a taxa de ovulacéo entre
racas pode variar de 1 a 5 (Notter, 2012). Em ovulacGes multiplas, os foliculos pré-ovulatorios
podem ser oriundos da ultima e/ou penultima onda do ciclo estral (Bartlewski et al., 1999a;
Gibbons et al., 1999). O fato de foliculos de ondas diferentes poderem vir a ovular
simultaneamente, sugere que a dominancia folicular é fraca ou ausente na ovelha (Bartlewski
etal., 2011).

Em ovelhas proliferas, que possuem um maior nimero de crias nascidas ao
parto (Figueiredo et al., 2007), assim como pode ser observado na raga Santa Inés, que possui
prolificidade variando entre 1,18 a 1,94 (Silva e Araujo, 2000; Figueiredo et al., 2007), o
tamanho do foliculo pré-ovulatério normalmente atinge um diametro menor do que em
ovelhas ndo-proliferas (Driancourt et al., 1986; Souza et al., 1997b). E provavel que também
exista diferenca na capacidade de resposta enddcrina dos foliculos, entre ovelhas proliferas e

ndo-proliferas, em termo de tamanho de foliculo (Bartlewski et al., 2011). Alguns foliculos,



embora estejam grandes e saudaveis, podem nao ser considerados competentes para se tornar
pré-ovulatorios em relacdo aos outros, devido a sua caracteristica morfologica se mostrar
inapropriada (numero e/ou qualidade das células da granulosa) e também, por caracteristicas
funcionais deficientes (habilidade da célula da granulosa de dividir ou na diferenciacdo de
receptores de gonadotrofinas) (Driancourt et al., 1985).

O ciclo estral estd associado a uma sequéncia de eventos enddcrinos inter-
relacionados regulados pelo hipotalamo, que produz o hormonio liberador de gonadotrofinas
(GnRH), a hipofise que secreta o FSH, o LH e a ocitocina; o foliculo antral secreta
estrogénios e inibina, o corpo luteo (CL) secreta a progesterona e ocitocina, e 0 endométrio
uterino produz PGF2a (Scaramuzzi et al., 1993). O desenvolvimento do foliculo ovariano, a
maturacao, a esteroidogénese, a ovulagéo e a formacéo de CL sdo principalmente controlados

pelas gonadotrofinas hipofisarias (Fonseca, 2005).

A regulacdo da secrecdo e a biodisponibilidade de hormdnios gonadotréficos
dependem de uma interacdo complexa entre varios fatores internos e externos. Os fatores
internos em questdo incluem producdo local de aminoacidos e de peptideos/hormdnios
proteicos, esteroides ovarianos e outros hormonios foliculares, tais como inibina, ativina e
folistatina, neurotransmissores e neuromoduladores e produtos uterinos. Os fatores externos
que incluem o fotoperiodo, os ferorménios, a nutricdo e o estresse, que também influenciam

as funcGes do eixo hipotalamo-hipé6fise-ovario (Bartlewski et al., 2011).

A descarga pré-ovulatéria de GnRH e subsequentemente de LH e FSH, atinge
um pico em aproximadamente 14 horas antes da ovulagdo. Esse surgimento das
gonadotrofinas ocorre devido a diminui¢cdo da progesterona e aumento da secrecdo de
estradiol durante a fase final do ciclo estral. Durante a fase folicular do ciclo estral na ovelha,
as concentracOes circulantes de estradiol aumentam de 3 a 4 vezes (Rawlings & Cook, 1993;
Bartlewski et al., 1999a).

O primeiro aumento ocorre um dia apos o inicio da lutedlise, este aumento é
concomitante com o aumento da frequéncia dos pulsos de LH. Durante todos os estagios
reprodutivos da ovelha, ocorrem pulsos ritmicos de LH gerados pela secrecdo de GnRH
(Rawlings & Cook, 1993; Karsch et al., 1997).0 aumento continuo da secregdo de estradiol
durante a fase folicular do ciclo estral reflete em um aumento da quantidade de receptores
para 0 LH nos foliculos pré-ovulatorios (Rawlings & Cook, 1993). O pico de LH pre-

ovulatério é determinado por um aumento na frequéncia e amplitude dos pulsos de LH



(Karsch et al., 1997). No momento do surgimento do pico de LH, as concentracGes de
progesterona no fluido folicular aumentam, enquanto que as concentraces de estradiol
diminuem para um valor minimo, dentro de 16-24 horas do pico de LH (Rawlings & Cook,
1993). Aumentos subsequentes na secrecdo de estradiol ocorrem durante a fase lutea, em 3 a 4
dias de intervalo (Bartlewski et al, 1999a).

A progesterona e o estradiol agindo em conjunto modulam a frequéncia e
amplitude dos pulsos de LH e a libertacdo pulsatil de LH sendo inversamente relacionada com
as concentracgdes circulantes de progesterona (Bartlewski et al., 2000; Duggavathi et al., 2005;
Barrett et al., 2007). O FSH em ovelhas ciclicas também parece ser controlado pela
progesterona, desta forma, foi sugerido dois mecanismos de regulagdo do numero e
periodicidade dos picos de FSH. Primeiramente a progesterona age reduzindo a pulsatilidade
do GnRH, favorecendo a secre¢do de FSH em relacdo ao LH (Nakayama & Arisaka, 1997).
Em segundo lugar, as concentragdes circulantes de progesterona podem determinar a taxa de
eliminacdo do FSH circulante. Altas concentragdes de progesterona favorecem a secregédo de
isoformas de FSH com maior meia-vida enquanto que isoformas com uma menor meia-vida

sdo secretadas em baixas concentrac@es de progesterona (P4) (Bartlewski et al., 2011).

O padrédo das concentragfes circulantes de progesterona durante a fase luteal
do ciclo estral em ovelhas foi um dos primeiros a ser descrito com precisdo (Alecozay et al.,
1988; Niswender et al., 2000). As concentragdes muito baixas de progesterona imediatamente
apos a ovulacdo (dia 0) e durante o periodo de formacdo de CL sdo seguidas por um aumento
entre os dias 3 e 7, atingindo um pico em até aproximadamente 12 dias, e um rapido declinio
atingindo concentracdes basais antes do estro e ovulacdo seguinte (Bartlewski et al., 1999b).
Estudos utilizando o monitoramento por ultrassonografia de ovelhas revelaram que as
mudangas no tamanho do CL estdo correlacionadas com as concentraces séricas de
progesterona apenas durante os periodos iniciais de formacdo de CL e durante a lute6lise
(Bartlewski et al., 1999b; Duggavathi et al., 2003b; Davies et al. , 2006).

O corpo lateo (CL) do ciclo estral da ovelha é formado, principalmente, pela
acao do LH, envolvendo uma cascata de alteracGes funcionais e fenotipicas das células da
granulosa e da teca dos foliculos rompidos (Niswender et al., 2000). O suporte de LH ¢
obrigatorio para o crescimento inicial do CL e diferenciacéo celular. Entre 3 a 4 dias ap6s a

ovulacdo, o CL possui 6-8 mm de didmetro, e atinge o seu méximo didmetro de 11-14 mm,



aproximadamente seis dias mais tarde (Bartlewski et al., 1999b). A lutedlise ocorre durante 2

a 3 dias, entre os dias 12 e 15 ap6s a ovulagdo (Bartlewski et al., 2011).

Um menor tamanho de CL esta relacionado a um maior numero de ovulacdes
(Bartlewski et al., 1999b) e a um menor tamanho dos foliculos ovulatérios (Henderson et al.,
1988). Desta forma, ovelhas com um Unico corpo luteo pode produzir maiores concentragdes
de progesterona do que ovelhas com mdaltiplos corpos luteos (Bartlewski et al., 2011). Além
de existir uma relacdo inversa entre 0 numero e o volume do CL individual, também existe
um efeito inibitério local do CL sobre o crescimento dos coexistentes (Bartlewski et al.,
1999b). Também foi observado que ovarios que contém CL podem suprimir localmente o
crescimento de foliculos antrais para didmetros de 3 mm (Bartlewski et al., 2001), mas ndo ha
esse efeito inibitdrio sobre o crescimento de foliculos de didmetros maiores, nem no ndmero
de ovulagdes por ovario, em ovelhas ciclicas. Essas observacdes parecem apoiar a no¢do de
que os efeitos da progesterona sobre o crescimento dos grandes foliculos antrais sdo
sisttmicas e nédo locais (Bartlewski et al., 2011).

A prostaglandina F2a (PGF2a) ¢ secretada pelas glandulas endometriais
uterinas e é o fator luteolitico em ruminantes (Mann et al., 2001). A PGF2a ¢é transportada
para 0s ovarios, através de veias uterinas e vasos linfaticos para a artéria ovariana (Einer-
Jensen & Hunter, 2005). Perto do fim da fase luteal, o estradiol folicular aumenta a secrecéo
de PGF2a e promove a formagdo de receptores endometriais de ocitocina, estando estes
significativamente aumentados devido a exposi¢cdo prévia a progesterona (Mann et al, 2001).
O declinio das concentracdes circulantes de P4, no inicio da lutedlise funcional, esta
associado com a ocorréncia de outro aumento dos niveis de receptores de ocitocina e na

secrecao pulsatil de PGF2a (Shirasuna et al., 2004).

2.2 Controle do ciclo estral de ovinos

A reprodugdo dos pequenos ruminantes pode ser controlada por diversos

métodos desenvolvidos nas ultimas décadas. Alguns destes envolvem a administragdo de
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horménios que modificam a cadeia fisioldgica de acontecimentos envolvidos no ciclo estral.
Outros ndo incluem os hormonios, mas apenas "métodos naturais”, tais como controle de luz
(Chemineau et al., 1992; Abecia et al., 2012) ou exposi¢do ao macho (Gelez & Fabre-Nys,
2004; Delgadillo et al., 2009; Abecia et al., 2012).

Em ovinos, as modificacGes da cadeia fisioldgica do ciclo estral envolvem a
sincronizacdo do estro através de uma redugdo na duragdo da fase lutea do ciclo estral por
meio da utilizagao de PGF2a ou através do prolongamento do ciclo estral artificialmente com
P4 exoOgena ou com progestagenos mais potentes (Evans & Maxwell, 1986; Kusina et al.,
2000). Nesta revisdo serd focado apenas o controle do ciclo estral por meio do uso de

progesterona/progestagenos.

2.2.1 Controle do ciclo estral com progestagenos

Os primeiros tratamentos consistiram de 14 injecdes subcutaneas diarias de 10
mg de progesterona, totalizando 140 mg de progesterona, permitindo uma reducéo do periodo
de servico e aumentando a sincronia dos partos (O'Mary et al., 1950). Melhores resultados
utilizando progestagenos poderiam ser alcancados se a atividade da progesterona fosse
interrompida abruptamente (Robinson, 1964; Robinson & Lamond, 1966). Shelton (1964),
estudando varios progestdgenos diferentes e vias de aplicacdo, descobriu um composto
denominado de 17a-acetoxy-9a-fluoro-11p-hydroxypregn-4-em-3, 20-dione (Searle, Chicago,
Cdodigo No. SC-9880) que parecia ter todas as caracteristicas da progesterona, porém 25 vezes
mais potente. Além disso, obteve evidéncias de que determinadas quantidades de
progestagenos poderiam ser absorvidos através da parede vaginal, quando aplicados
topicamente. A via de administracdo intravaginal de progesterona ou analogos facilitou a
remocao abrupta desses hormonios, principalmente quando da utilizacdo de pessarios
intravaginais, mostrando ser este, um metodo simples e eficaz para controlar a ovulacdo e o

estro em ovelhas ciclicas (Robinson, 1964).
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Métodos que utilizam a progesterona ou seus analogos sdo baseados nos efeitos
sobre a fase luteal do ciclo, simulando a acdo da progesterona natural (Abecia et al., 2011;
Abecia et al., 2012). Assim, o controle da vida do corpo lateo ou manipulacdo de
concentragdes circulantes de progesterona permite bloquear o estro e a ovulagéo,
sincronizando o estro apds a remocdo do progestdgeno/progesterona (Carlson et al., 1989;
Wiley et al., 1997). Desse modo, protocolos de sincronizacdo do estro usando diferentes
tempos de exposicdo e tipos de progesterona/progestagenos foram testados (Wagner et al.,
1960; Roberts, 1966; Deweese et al., 1970; Greyling & Brink, 1987; Carlson et al., 1989;
Hamra et al., 1989;. Wheaton et al., 1993; Wildeus, 1999; Naqvi et al., 2001; Boscos et al.,
2002;. Ungerfeld & Rubianes, 2002; Timurkan & Yildiz, 2005; Moeini et al., 2007).

Protocolos longos com 12 a 14 dias de exposicdo a esponjas intravaginais
contendo progestagenos como o acetato de fluorogestona (FGA) (Abecia et al., 2012) e o
acetato de medroxiprogesterona (MAP) (Silva et al., 2010), ou mesmo a progesterona em si,
por meio de dispositivos de liberacdo de progesterona (CIDR) (Vilarifio et al., 2013), se
tornaram os mais convencionais. O Ultimo ao contrario das esponjas, ndo absorve nem impede
a drenagem de secrecdes vaginais (Greyling & Brink, 1987; Carlson et al., 1989; Wheaton et
al., 1993).

Outra vantagem da utilizacdo do CIDR estéa relacionada a menor quantidade na
producdo de fluido cervical anormal (Carlson et al., 1989), tendo também como vantagem o
fato do CIDR ter a prépria progesterona como base hormonal, o que resulta em uma
sincronizacdo mais precoce e mais compacta, devido ao seu desbloqueio ser mais rapido e
intenso, fatores esses, que podem torna-lo um agente mais eficiente na sincronizagéo do estro
e consequentemente na IATF (Greyling & Brink, 1987; Wheaton et al., 1993).

O uso exclusivo de progestagenos/progesterona na sincronizacdo do estro
causa anomalias na secrecdo de estradiol (E2) durante a fase pré-ovulatéria e reduz a
capacidade de ovular um odcito que € capaz de ser fertilizado, bem como, ocasiona na
reducdo da secrecdo de progesterona pelos corpos luteos subsequentes. Dessa forma, 0s
dispositivos de progesterona ou andlogos s&o rotineiramente complementados com
tratamentos estimulatorios do desenvolvimento folicular, com gonadotrofina coridnica equina
(eCG) (Gonzalez-Bulnes et al. 2005) e alguns casos com FSH (Knights et al., 2003; Breen &
Knox, 2012), principalmente se for utilizado inseminac&o artificial em tempo fixo (Maxwell,
1986).
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2.2.2 Promotor do crescimento folicular

2.2.2.1 Gonadotrofina coribnica equina (eCG)

A molécula de eCG é uma glicoproteina hormonal altamente glicosilada que
exibe uma meia-vida plasmatica prolongada (21,2 h) (Mclntosh et al., 1975). Com isso, uma
Unica administracdo é suficiente (Christakos & Bahl, 1979). Ha a hipdtese de que a mesma
molécula de eCG possui dois sitios de ligacdo para os receptores de LH e FSH (Siris et al.,
1978) e que a sua atividade semelhante ao FSH é maior do que a atividade do LH. O eCG
aplicado ap6s os tratamentos com progestagenos, inicia 0s eventos pré-ovulatérios,
aumentando as concentra¢Ges de gonadotrofinas enddgenas (Powell et al., 1996) devido a sua

acao analoga ao FSH.

Alguns trabalhos buscaram o melhor momento de aplicacdo do eCG, as 24
horas antes, no momento e 24 horas apds a remocdao do pessario. Alta fertilidade foi alcancada
quando o eCG foi aplicado no momento da remog¢do do pessario, enquanto que uma menor
prolificidade foi obtida em ovelhas tratadas com eCG, 24 horas ap6s a remocdo do pessario
(Koyuncu & Alticekic, 2010). Altas taxas de fertilidade também foram obtidas na aplicacdo
do eCG na retirada do pessario vaginal e as 24 horas antes da remocdo deste (Zeleke et al.,
2005). Esses trabalhos sugerem que o tratamento padrdo que utiliza a aplicacdo do eCG no

momento da remocdo do progestageno é o mais indicado.

As doses de aplicacdo do eCG no dia da remocdo do dispositivo variam entre
250 a 500 Ul, dependendo de alguns fatores como: a idade (250-300 Ul em cordeiras, 350-
500 Ul em ovelhas adultas), a estacdo (400-500 Ul durante anestro, 300-350 Ul durante a

época de reproducéo), e a raca (dose mais baixa para as ragas proliferas) (Abecia et al., 2012).

Em um estudo utilizando uma pequena diferenca na dose de eCG (400 e 375
Ul), na raca Merino, na estacdo ndo reprodutiva, Simonetti et al. (2002) obteve diferencas nas
taxas de parigdo apds a IA cervical com sémen fresco de 76,47% e 54,32%, para as doses de
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eCG estudadas respectivamente. Por outro lado, Dias et al. (2001), sincronizando ovelhas
deslanadas no Nordeste brasileiro, durante a primavera e inicio do verdo, com doses de eCG
de 200 e 400 Ul, apesar de altas taxas de estro nos animais (76,7% e 96,7%, respectivamente),
baixas taxas de prenhez de 33% e 20%, sem diferenca significativa, foram obtidas utilizando
IA intrauterina com sémen congelado. 1sso demonstra que existe uma grande variacdo nos
resultados, ndo sO dependente da dose de eCG, mas de outros fatores como a condi¢do
corporal e estado fisioldgico das fémeas reprodutoras, 0 momento e o tipo de inseminacéo, a
época do ano e o tipo de sémen (Menchaca & Rubianes 2004), a fazenda, o carneiro, 0
intervalo parto/inseminacdo artificial, o técnico e o ano, podendo estes serem mais

importantes do que a dose de eCG (Anel et al., 2005).

Barrett et al. (2004) verificaram que a influéncia do eCG na sincronizacdo do
estro e da ovulacdo sé é significativa em animais em anestro estacional. Ovelhas da raca
Western, em anestro sazonal e ovelhas ciclicas, foram sincronizadas com progestageno com
ou sem a aplicacdo de 500 Ul de eCG. O estudo mostrou que no periodo de anestro o eCG foi
significativamente importante em vista que todas as ovelhas deste grupo ovularam ao
contrario do grupo somente com progestageno, que apenas uma ovelha ovulou, mostrando a
importancia dessa gonadotrofina na estimulagdo do desenvolvimento folicular e ovulagéo
neste periodo. Ja quando o estudo foi realizado quando as ovelhas estavam ciclicas, 0s
resultados obtidos ndo diferiram entre 0s grupos, observando que neste periodo a resposta dos
animais variou mais, estando essas possivelmente relacionadas a fatores endégenos do que
propriamente ao protocolo utilizado. Também foi observado que a sincronizacdo da ovulagao

foi atrasada, acontecendo de forma mais irregular em ovelhas ciclicas.

Outro ponto que pode influenciar nos resultados s&o os diferentes momentos do
ciclo estral em que o dispositivo de progesterona € inserido. A inser¢do do progestageno, em
diferentes fases do ciclo estral da ovelha, ou seja, com presenca ou auséncia de corpo lUteo,
gera variagOes significativas nas taxas de ovulacdo (Noél et al., 1999; Leyva et al., 1998). Em
bovinos (Bos indicus), altas concentracdes de progesterona em vacas tratadas com implante de
progesterona com a presenca de um CL funcional estdo relacionadas a menores taxas de
crescimento folicular e ovulagéo, devido a menor frequéncia de pulsos de LH, justificando a

utilizagao da PGF2a no tratamento de sincronizagéo (Carvalho et al., 2008).

Em ovelhas, também foi observado que a associacdo da progesterona endégena

com a exogena reflete em alteracbes na dindmica folicular, gerando variacGes entre as



14

ovelhas, no momento do estro apo6s a retirada da progesterona. Sugere-se que a falta de
sincronia do estro e da ovulacdo estd associada a baixa fertilidade, quando o tempo da
inseminacao artificial (1A) é pré-fixado (Leyva et al., 1998). Nesse estudo, foi observado que
ovelhas que tiveram a progesterona inserida no dia 6 apds a ovulacdo atrasaram o tempo do
pico de LH e ovulacdo em comparacdo a progesterona inserida nos dias 0 e 12 apds a
ovulacdo (Leyva et al., 1998). Neste sentido, uma aplicagdo de PGF2a apos seis dias de
progestageno, causaria a lutedlise, mantendo todos os animais sob a mesma condicdo,
somente expostos a P4 exdgena, o que poderia tornar o crescimento folicular e as ovulacGes

mais sincronizadas.

Nos programas de sincronizacdo do estro de ovinos, ap6s 0s animais
apresentarem estro, sdo encaminhados para a monta natural (MN) ou para a IA (Abecia et al.,
2012). No anestro estacional, utilizando 350 Ul de eCG ao fim do tratamento de 14 dias de
MAP em ovinos Romney Marsh, ndo foi observado bons resultados de fertilidade (34,6%)
apo6s a MN apesar de uma boa quantidade de ovelhas apresentarem estro (89,7%) (Ungerfield
& Rubianes, 2002). Taxas mais altas (67%) foram encontradas na estacdo reprodutiva com
ovelhas Polwarth, entretanto ainda foram consideradas como baixas, sendo associadas a
persisténcia de um foliculo dominante e consequentemente ovulacdo de um odcito
envelhecido, com menor chance de ser fertilizado (Vifioles et al., 2001). Contrariamente, em
outro estudo, Zonturlu et al. (2011) utilizando ovelhas Awassi, no final da estacdo ndo
reprodutiva, obtiveram a resposta de estro variando entre 81% a 92,6%. A taxa de fertilidade
variou em torno de 80% em ovelhas tratadas com progestageno com ou sem eCG ao fim do

tratamento.

A metodologia utilizada na inseminacéo artificial e o tipo de sémen empregado
nos programas de sincronizacao do estro que utilizam o eCG como promotor do crescimento
folicular, também sdo considerados como fonte de variacdo nos valores obtidos para a taxa de
fertilidade (Menchaca & Rubianes 2004), assim, o eCG foi testado utilizando diferentes

métodos de inseminacdo artificial.

A inseminacdo artificial intravaginal (IAV) normalmente é associada com o
uso do sémen fresco ou resfriado em ovelhas, sendo preconizada a inseminagdo entre 12 e 18
horas ap06s o inicio do estro, podendo resultar em taxas de gestacdo variando de baixas a
aceitaveis, de 30-50% (Cseh et al., 2012). Apos a IAV em 17.631 ovelhas da raca Churra

utilizando sémen resfriado, taxas de fertilidade de apenas 31,25% foram obtidas. Entretanto,
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essa raga possui uma morfologia cervical diferente, com um tamanho menor e maior nimero
de dobras (Halbert et al., 1990), justificando a baixa taxa de fertilidade ao utilizar essa técnica.
Ao utilizar a inseminacdo artificial intrauterina por laparoscopia (IAL) e sémen congelado, a
taxa de fertilidade foi superior (44,89%), mostrando que esta técnica é a mais indicada para
essa raca do que a 1AV, contudo foi verificado que, ainda assim, as baixas taxas de fertilidade
dependem significativamente de muitos fatores intrinsecos e/ou extrinsecos (Anel et al.,
2005).

O desenvolvimento da técnica de inseminacao intracervical (IAC) e dos
protocolos de criopreservacdo de sémen aumentaram as taxas de gestacdo, podendo atingir
valores maiores que 60% (Anel et al., 2005; Paulenz et al., 2005). Segundo Cseh et al. (2012)
0 tempo de inseminacdo ideal é de 55 horas apds a remocao do progestageno/progesterona. A
utilizacdo de sémen congelado nessa técnica é limitada devido as baixas taxas de nascimento
(25-35%). Técnicas de inseminacdo transcervical intrauterinas também foram desenvolvidas,
entretanto o processo de manipulacdo do aplicador de sémen ao longo da cérvix foi associado
a lesdes cervicais, formacao de abcessos, infeccBes e baixas taxas de nascimento. Sendo as
taxas de fertilidade geralmente mais baixas do que utilizando IAL (sémen fresco: 40-80%;
sémen congelado: 30-70%) (Cseh et al., 2012).

O desenvolvimento da IAL tem sido muito significativo nos altimos anos. Ao
utilizar a laparoscopia, as dificuldades na IAV ou IAC podem ser contornadas (Naqvi et al.,
2001; Cseh et al., 2012). A principal vantagem da IAL é uma melhora nas taxas de fertilidade
obtidas com sémen congelado. As taxas de concepgdo sao maiores (60-80%) do que para a
inseminacdo com sémen congelado intracervical e semelhantes aos de monta natural apds o
controle estral. Em caso de sincronizacgdo estral, 0 momento ideal de inseminacéo é entre 60 e
65 horas apds a remogdo do progestageno/progesterona (Cseh et al., 2012). Embora existam
melhoras no uso de sémen congelado, resultados baixos também sdo encontrados, como
demonstrado por Dias et al. (2001), que ao utilizar doses de 200 ou 400 Ul de eCG obtiveram
baixas taxas de fertilidade (33,3% e 20%, respectivamente).

Além da aplicagdo intrauterina do sémen, a IAL também pode ser usada
simultaneamente para diagnosticar problemas no trato reprodutivo, permitindo assim que as
ovelhas com problemas reprodutivos (subdesenvolvidos ou com malformacdo na genitélia -

1,62% dos casos, aderéncias e patologias do Utero e ovarios), sejam detectadas para serem
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removidas do lote de inseminacgdo. Esses problemas possivelmente passariam despercebidos

ao realizar a IAV ou a IAC, prejudicando os resultados de fertilidade (Anel et al., 2005).

Boas taxas de gestacdo foram verificadas em um estudo com 28.447 ovelhas
Merino por meio de IAL com sémen congelado, obtendo média global de 71,1%, observando
taxas inferiores de 64,6% quando utilizado MAP em relagdo ao pessario com FGA (74,7%)
(Hill et al., 1998). Esses mesmos autores, verificaram que as taxas de gestacdo foram
superiores com sémen fresco (~80%) do que com sémen congelado (~70%). Medeiros et al.

(2002) apesar de utilizar sémen resfriado tiveram resultados mais baixos (~60%).

Uma das preocupacdes a respeito do eCG, é o fato da sua origem heterdloga
juntamente ao seu elevado peso molecular (45 kDa), e o seu elevado nivel de glicosilacao,
conferindo ao eCG um alto potencial imunogénico (Combarnous et al., 1981), muito embora,
existam alguns relatos a respeito dos anticorpos formados pelo eCG, 0 seu mecanismo de agédo
parece possuir varias intervencdes gerando informacdes divergentes, que ndo foram ainda
bem elucidadas. Alguns autores relataram que simultaneos tratamentos com eCG néo
prejudica a taxa de gestacdo (Gherardi & Martin, 1978; Diekman, 1995), enquanto outros
relatam existir uma reducao na fertilidade ap6s a 1A devido a alta producéao de anticorpos anti-
eCG (Bodin et al., 1997).

Alguns estudos observaram altos niveis de ligacdo a anticorpos (**°I-eCG),
apos consecutivos tratamentos de sincronizacado utilizando o eCG, que foi correlacionado com
efeitos negativos sobre a fertilidade subsequente (Bodin et al., 1997; Roy et al., 1999). Nesses
trabalhos, os autores observaram que a concentracdo plasméatica de anticorpo é uma
caracteristica inerente a cada fémea, e que as ovelhas podem ser agrupadas em trés categorias
de acordo com a producdo de anticorpos, como: baixa, média e alta. As diferencas nas
respostas imunes ocorrem entre diferentes idades e individuos, porém também entre racas ou

entre espécies (Roy et al., 1999).

Embora os anticorpos anti-eCG, parecam interferir na estimulacdo dos
foliculos ovarianos e consequentemente na esteroidogénese folicular e fertilidade pela
inativacdo da atividade do eCG, outros autores relatam que repetidas injecoes de eCG néo
induziram a producdo de anticorpos (Gherardi & Lindsay, 1980; Diekman et al., 1995), ou
ainda, que algumas fémeas tratadas poderiam exibir alta fertilidade e uma hiperprolificidade
apos a IA, apesar de uma alta concentracéo residual de anticorpos anti-eCG (Wehbi et al.,

2010). Dessa forma, ha necessidade de maiores aprofundamentos e esclarecimentos através
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das pesquisas, para ter a certeza, se de fato, existe ou ndo tal interferéncia ou se as variagoes
apresentadas em alguns estudos sdo inerentes a outros fatores que também se relacionam com

a atividade estral.

Embora existam indicios que as concentracdes de anticorpos anti-eCG seja um
fator de risco de infertilidade apos a IA, outros fatores como a nutri¢do, o estresse, a idade e 0
manejo da reproducdo pode também implicar na reducédo da fertilidade ap6s a IA. Outro fator
que pode reduzir a importancia dos anticorpos anti-eCG sobre a fertilidade, é que em
condicdes a campo, de forma indireta os animais com alta producdo de anticorpos acabam
sendo descartados devido a baixa fertilidade, selecionando assim animais com baixa formacéo
de anticorpos e com maior fertilidade. O que pode justificar diferencas raciais, principalmente

em animais com maior pressao de selecdo (Roy et al., 1999).

2.2.2.2 Hormonio foliculo estimulante (FSH)

Novas abordagens visando a substituicdo do eCG sdo necessarias, devido aos
indicios de que tratamentos simultaneos com este farmaco, induz a formacdo de anticorpos
que influenciam nos resultados de fertilidade. Em teoria, o FSH poderia ser utilizado como
uma alternativa ao eCG para aumentar as taxas de ovulacdo e fertilidade, 0 mecanismo de

acao provavelmente seria semelhante.

Em comparacdo ao eCG, o FSH no entanto, possui uma meia-vida curta (110
min) (Fry et al., 1987), portanto, deve ser administrado em mais de uma aplicagdo (Danko,
2003), ou ser diluido em veiculos oleosos (Knights et al., 2001), apesar de resultados
satisfatorio de fertilidade terem sido alcan¢ados com uma Unica aplicacdo sem diluicdo em

veiculo oleoso (Boscos et al., 2002).

Normalmente, o FSH € utilizado em programas de superovulacdo, com boas
respostas alcancadas apos injecOes repetidas ao longo de 2 a 3 dias (Dattena et al., 1994). A
simplificagdo do processo utilizando uma Unica aplicacdo de FSH foi testada. Alguns autores
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utilizando uma Unica dose de FSH associado a um veiculo oleoso, propilenoglicol (PGL) ou
polivinilpirrolidona (PVP) observaram aumentos nas taxas de ovulagdes (Lopez-Sebastian et
al., 1993; Dattena et al., 1994; Ahmad et al., 1996). No entanto, poucos trabalhos foram
realizados observando a eficdcia de uma Unica injecdo de FSH ap6s o uso de P4 na
sincronizacdo estral (Lofstedt & Eness, 1982; Knights et al., 2001; Boscos et al., 2002)

Um dos primeiros trabalhos registrados com FSH para a sincronizagéo do estro
foi realizado por Tsakalof et al. (1977), em ovelhas sincronizadas com implante subcutaneo
de progesterona por 15 dias e aplicacdo de 500 Ul de FSH no dia da remocdo do implante de
progesterona. Nesse estudo foram relatadas taxas de paricdo variando de 49% a 68%. Em
estudo posterior, usando um pesséario vaginal de P4 e quatro aplicacdes de 2 mg de FSH em
intervalos de 12 horas, iniciando a aplicacdo as 12 horas antes da remocdo do pessario
vaginal, obtiveram uma alta variacdo no tempo de manifestacdo de estro e baixas taxas de
paricdo, embora também tenha sido verificado no tratamento com eCG (Lofstedt & Eness,
1982).

Em um estudo utilizando ovelhas em anestro de diferentes fazendas no estado
da Virginia (EUA), 55 mg de FSH (Folltropin®) foi administrado 24 horas antes da remocéao
do pesséario de P4, sendo verificado 77% das ovelhas em estro em até 5 dias apds a remocéo
do dispositivo de P4, com a maior concentracdo deste ocorrendo em até 48 horas, obtendo
taxa de fertilidade de 48%. O FSH foi capaz de melhorar as taxas de prenhez durante a
estacdo ndo reprodutiva do que o tratamento apenas com progestageno (Knights et al., 2001).

O uso de pequenas doses de FSH (2,5; 5,0; 10 Ul) foram testadas durante o
inicio da estacao reprodutiva sobre a resposta estral e ovulatdria em comparacéo ao eCG, ap6s
um tratamento de 12 dias de MAP (Boscos et al., 2002). Nesse trabalho, a dose de 10 Ul de
FSH foi mais eficiente do que o eCG na manifestacdo clinica do estro e semelhante na taxa de
ovulagdo. Em um segundo experimento feito pelos mesmos autores, comparando a aplicacao
de 10 Ul de FSH e eCG, em ovelhas da raga Chios e Berrichon, ndo observaram diferencas na

manifestacdo de estro, na taxa de pari¢do e no niumero de cordeiros nascidos.

Todos os trabalhos citados acima, utilizando o FSH em substituicdo ao eCG
foram feitos utilizando monta natural apds a sincronizacdo, sendo necessario novos estudos
para confirmar a real aplicabilidade do FSH na sincronizagdo e para descobrir qual regime
maximiza a fertilidade e fecundidade, principalmente em programas de inseminacao artificial

em tempo fixo.
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CAPITULO 2

SINCRONIZACAO DO ESTRO DE OVELHAS SANTA INES UTILIZANDO FSH:LH



1 RESUMO

Este estudo teve como objetivo avaliar o efeito de diferentes fontes de promotores do
crescimento folicular (FSH:LH e eCG) na sincronizacdo do estro, ovulacdo e fertilidade de
ovelhas Santa Inés. Para tanto, matrizes Santa Inés foram submetidas a protocolos de
sincronizacdo seguida de inseminacdo artificial em tempo fixo (IATF) com sémen congelado.
No Experimento 1, as matrizes (n=44) iniciaram protocolo com dispositivos intravaginais
impregnados com progestagenos (60 mg de acetato de medroxiprogesterona - Progespon®) e
mantidos por 12 dias. Na remocdo do pessario, 0s animais foram divididos em quatro grupos:
G300eCG receberam 300 Ul de ECG por via intramuscular; G20FSH:LH receberam 20 Ul de
FSH:LH; G40FSH:LH receberam 40 Ul de FSH:LH; e G20/20FSH:LH receberam 40 Ul de
FSH:LH dividido em duas doses administradas 12 horas antes e no momento da remocéo do
pessario. Os animais foram mantidos com rufido para deteccdo do estro. Os foliculos foram
avaliados (ultrassonografia) em intervalos de 4 horas até a ovulacdo e os corpos luteos sete
dias ap0ds a ovulacdo. O sangue foi coletado para avaliacdo da concentracdo sérica de P4 por
radioimunoensaio. No Experimento 2 foi realizado por inseminacdo artificial em tempo fixo
por laparoscopia as 64 e 74 horas ap6s a remo¢do do MAP, nos grupos G300eCG e
G20FSH:LH respectivamente, com o objetivo de avaliar a eficiéncia dos protocolos. Na
analise estatistica utilizou-se ANOVA e as médias comparadas pelo teste de Duncan, as
variaveis sem distribuicdo normal foram analisadas pelo teste de Kruskal-Wallis, e os dados
binomiais pelo teste de Qui-quadrado. A hora do estro e da ovulacdo, diametro do maior
foliculo, volume luteal e concentracdo serica de progesterona foram semelhantes entre os
protocolos (P>0,05).0 tempo entre a remog&o do pessario intravaginal até o estro e ovulacéo

variaram de 46,3+11,8 a 53,0+7,2 e 80,4+17,3 a 95,316,1, respectivamente. A alta variacdo na
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distribuicdo do estro e da ovulagdo, em todos os tratamentos, mostrou que nenhum dos
protocolos foi eficiente na sincronizagdo do estro e ovulacdo, evidenciando a necessidade de
desenvolvimento de protocolos mais eficientes. O numero de ovelhas em estro ndo diferiu
entre os grupos G300eCG e G20FSH:LH, tendo valores de 72% e 71%, respectivamente
(P>0,05). A taxa de fertilidade foi semelhante ao utilizar 300 Ul de eCG (38%) ou 20 Ul de
FSH:LH (26,9%) ap0s a remocgédo do pessario vaginal (P>0,05). Durante a estacao seca, tanto
0 protocolo utilizando eCG quanto FSH:LH nas diferentes doses, ndo foram eficientes na
sincronizagdo do estro e da ovulagdo, resultando em baixa taxa de fertilidade com IATF
usando sémen congelado. No entanto, a semelhanca entre os tratamentos sugere que 0 eCG

pode ser substituido pelo FSH:LH em programas de sincronizacao do estro.

Palavras chave: foliculo, ovulacdo, ovino, fertilidade, inseminacao.



2 ABSTRACT

ESTROUS SYNCHRONIZATION IN SANTA INES SHEEP USING FSH:LH

The purpose of this study was evaluate the effect of different sources of follicular growth
promoters (FSH:LH and eCG) on estrus synchronization, ovulation and fertility of Santa Inés
ewes. Therefore, arrays Santa Inés underwent synchronization protocols followed by fixed-
time artificial insemination (TAI) with frozen semen. In Experiment 1, the arrays (n=44)
initiated protocol with intravaginal devices impregnated with progesterone (60 mg of
medroxyprogesterone acetate - Progespon®) and kept for 12 days. On P4 removal, the
animals were divided into four groups: G300eCG received 300 IU intramuscularly ECG;
G20FSH: LH received 20 IU FSH:LH; G40FSH:LH received 40 IU FSH:LH, and
G20/20FSH:LH received 40 IU FSH:LH administered in two divided doses, 12 hours before
and at the time of P4 removal. The animals were maintained with teaser for estrus detection.
The follicles were ultrasound evaluated with 4 hours interval and again seven days after
ovulation for corpora lutea assessment. Radioimmunoassay was performed to access P4 from
serum of collected blood samples. In Experiment 2 TAI was performed using laparoscopy at
64 and 74 hours after removal of MAP, in groups G300eCG G20FSH: LH respectively, in
order to evaluate protocols efficiency. For statistical analysis was used ANOVA and means
were compared by Duncan test, variables without normal distribution were analyzed using
Kruskal-Wallis test, and binomial data by Chi-square. The time of oestrus and ovulation,
largest follicle diameter, luteal volume and progesterone concentration were similar among

protocols (P> 0.05). The time between removal of intravaginal device to estrus and ovulation
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ranged from 46.3 + 11.8 to 53.0 £ 7.2 and 80.4 £ 17.3 to 95.3 * 6.1, respectively. The high
variation in the estrus and ovulation distribution in all treatments showed that none of
protocols was effective in estrus and ovulation synchronization, suggesting the need for
development of more efficient protocols. The number of ewes in estrus did not differ between
groups G300eCG (72%) and G20FSH:LH (71%) (P> 0.05). Fertility rate was similar when
using 300 1U eCG (38%) or 20 IU FSH: LH (26.9%) after removal of vaginal pessary (P>
0.05). During the dry season, both eCG as FSH:LH using at different doses protocol was not
effective in estrus and ovulation synchronization, resulting in low fertility rate with TAI using
frozen semen, however the similarity among treatments suggests that the eCG can be replaced

by FSH:LH in oestrus synchronization programs.

Keywords: Follicle, ovulation, sheep, fertility, insemination



3 INTRODUCAO

O continuo crescimento da populacdo mundial faz dos ovinos animais de
grande importancia na producao de alimentos, principalmente para as economias de paises em
desenvolvimento, e em particular, para aqueles com condi¢des climaticas adversas ou com
terras subférteis. Segundo o IBGE (2011), o rebanho nacional de ovinos possui
aproximadamente 17,6 milhdes de cabecas. O maior efetivo do rebanho se encontra no
Nordeste, que detém cerca de 57,23%, seguidos pelas regides Sul (27,99%) e Centro-Oeste
(6,84%). Ainda assim, o rebanho ovino das regides tradicionais de criacdo é insuficiente para
suprir o mercado interno brasileiro. Desta forma, 0 espaco para a carne importada vem
aumentando - de 1997 a 2008 a importacdo de carne ovina passou de um valor de US$ 6
milhdes para mais de US$ 23 milhdes (ASPACO, 2010).

Ao longo dos anos, a domesticacdo, a pressdo adaptativa e a distribuicdo
cosmopolita das racas fizeram com que muitos grupos raciais ampliassem o periodo de
atividade reprodutiva, havendo casos em que a estacionalidade praticamente inexistente
(Bicudo et al., 2009). A raca deslanada Santa Inés, vem demonstrando ter um alto potencial de
adaptacdo & regido nordestina, sendo consideradas como poliéstricas continuas por
apresentarem atividades reprodutivas durante todo o ano nesta regido. Possuem bons indices
produtivos e reprodutivos, com boa conformacdo de carcaga, fertilidade, prolificidade,
precocidade, rusticidade e resisténcia a parasitas gastrointestinais. Essa raca vem adquirindo
grande importancia a nivel nacional, sendo considerada uma excelente alternativa na
producdo de carne para quase todas as regides tropicais do Brasil, em especial nas zonas

semidridas nordestinas (Silva et al., 2010).
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No Brasil a expansdo da criacdo de ovinos tem sido percebida em todas as
regibes geograficas, entretanto, a velocidade de crescimento e a organizacdo da cadeia
produtiva ainda sdo insatisfatorias e tém representado o principal obstaculo a popularizacéo
da adocdo da Reproducgdo Assistida e consolidagdo do emprego das Biotécnicas, importantes
por permitir a maximizagdo de material genético, controle e concentracdo dos periodos de
paricdo e desmama, obtendo uma maior uniformidade no lote de abate (Abecia et al., 2012).
Diversos sdo o0s entraves ainda existentes, alguns deles inerentes as peculiaridades fisioldgicas
da espécie ovina, outros decorrentes das conjunturas regionais e circunstancias econémicas
(Bicudo et al., 2009).

A sincronizacdo do estro é uma das importantes biotecnologias que deve ser
empregada a fim de aumentar a eficiéncia reprodutiva. O protocolo mais utilizado para a
sincronizacdo é a associacdo da progesterona ou progestageno (lida et al., 2004; Zeleke et al.,
2005) a gonadotrofina coribnica equina (eCG) (Maurel et al., 2003; Barrett et al., 2004),
gerando uma sincronia que permite o emprego da inseminacdo artificial em tempo fixo
(IATF) (Oliveira et al.,, 2009). Embora, muitas vezes, sejam obtidos altos indices de
fertilidade, existe uma inconsisténcia nos resultados, entre rebanhos ou mesmo dentro do
mesmo rebanho, que podem estar relacionadas a diferencas de manejo (Silva & Araujo, 2000)
ou a formacdo de anticorpos anti-eCG apds sucessivos usos, do eCG, no mesmo animal
(Bodin et al., 1997; Roy et al., 1999).

A fim de evitar os efeitos indesejaveis da utilizacdo sucessiva do eCG, a
utilizacdo dos hormonios foliculo estimulante (FSH) associado ao hormonio luteinizante (LH)
pode ser uma alternativa viavel na substituicdo do eCG, evitando o0 seu uso continuo em
consecutivos programas de sincronizagdo do estro. Além disso, também existe uma crescente
preocupacao por alimentos mais saudaveis com a minima quantidade de residuos hormonais e
eliminacdo de metabdlitos no meio ambiente (MAPA, 2010), sendo assim, a substituicdo
poderia ser benéfica uma vez que o eCG possui meia-vida longa (Christakos & Bahl, 1979;
Dieleman et al., 1993) enquanto que o FSH possui eliminacao rapida do organismo (Ammoun
et al., 2006).

O objetivo foi avaliar o efeito de diferentes fontes de promotores do
crescimento folicular (FSH:LH e eCG) na sincronizagdo do estro, ovulacdo e fertilidade de

ovelhas da raga Santa Inés.



4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Local do Experimento e animais experimentais

Este Experimento foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso Animal (CEUA)
do Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade de Brasilia sob protocolo UnBDOC n°.
116278/2011. O experimento foi realizado nos meses de Julho a Agosto em 2011 e 2012, no
Setor de Campo Experimental Fazenda Sucupira da Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia, situado em Brasilia, DF, localizado a 15°47' de latitude sul e 47°55' de
longitude oeste, 1080m de altitude, de clima tropical, com temperaturas maximas e minimas
variando de 29,1°C a 14,5°C (INMET, 2012). A duracdo total do dia foi de 11:12 e 13:04
horas no solsticio de inverno e verdo, respectivamente (Anuario do Observatdrio Nacional,
2012). Foram utilizadas 146 fémeas ovinas Santa Inés, ndo lactantes e solteiras, com
aproximadamente 2 a 3,5 anos, examinadas quanto ao estado clinico geral, sanitario e
reprodutivo, consideradas ciclicas ap0s avaliacdo ultrassonografica, com peso médio de 43,2
kg e com condicdo de escore corporal entre 2,5 e 3,5, na escala de 1 a 5 (Suiter, 1994). Os
animais foram mantidos em sistema semi-extensivo em pastagem de Panicum maximum com

agua e sal mineral a vontade e suplementados com silagem de milho.
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4.2 Experimento 1

No ano de 2011, um total de 44 ovelhas Santa Inés tiveram o estro
sincronizado através da insercdo de pessarios intravaginais (D0) impregnadas com 60 mg de
Acetato de Medroxiprogesterona (MAP) (Progespon®, Intervet Schering-Plough do Brasil
S.A.) permanecendo por 12 dias. Os animais foram divididos aleatoriamente em quatro
grupos experimentais (n=11) e no momento da retirada do pessario (D12) as ovelhas
receberam os seguintes tratamentos: G300eCG recebeu 300 Ul eCG (Novormon®, Intervet
Schering-Plough do Brasil S.A.); G20FSH:LH recebeu 20 Ul de FSH:LH (Pluset®, Hertape
Calier Saude Animal S.A.); G40FSH:LH recebeu 40 Ul de FSH:LH; e G20/20FSH:LH
recebeu 40 Ul de FSH:LH divididos em duas doses, sendo administradas 12 horas antes da
remo¢do e no momento da remocdo do pessario vaginal, aplicados por via intramuscular
(Figura 2.1).

Trat. 300 ui ecG | ™| 1 {
Trat. 20 Ui LH:FSH —— A R
Trat. 40 Ul LH:FSH R I T . A A\
N 1 | Avaliaran 1S Fm———— >

Trat. 20420 Ui tHFsH® | Ty | [Avaliacao US

2 % Observagdo de estro US-CL

* <3

DO *D11 D12 D18 D22 D26

*Duas aplica¢des de 20 Ul de FSH, 12 horas antes e no momento da remocéo do pessério.

Figura 2.1 Representacdo esquematica dos tratamentos para sincronizacdo do estro em
ovelhas Santa Inés.
Ao final do protocolo as ovelhas foram colocadas em uma baia coletiva com a
presenca de um rufido. Este teve a regido external pintada com uma mistura de 6leo de soja e

tinta xadrez, para a marcagdo das fémeas em estro. A identificacdo das fémeas marcadas foi
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realizada em intervalos de quatro horas, durante 30 minutos, detectando assim, 0 momento
inicial do estro e a sincronia. Todas as ovelhas marcadas na regido da garupa foram

consideradas em estro e retiradas da presenca do rufido.

Foram verificados o tempo entre a remocao do pessario e a ovulacdo, 0 numero
de foliculos ovulados e o tamanho dos foliculos pré-ovulatérios por meio de ultrassonografia
transretal, com transdutor de 7,5 MHz (Aloka SSD-500), tendo o inicio das avalia¢cGes apds
20 horas da manifestacao de estro. Todas as ovelhas foram avaliadas no periodo de quatro em
quatro horas até a Ultima manifestar estro e ovular, sendo consideradas responsivas ao
tratamento somente as ovelhas que ovularam até as 108 horas apdés a remocdo do
progestageno. As ovelhas que ndo manifestaram estro foram avaliadas a partir de 56 horas
apos a remocdo do pessario. As avaliacOes foliculares foram feitas até o desaparecimento do
(s) maior (es) foliculo (s), sendo este determinado como o momento da ovulacdo. Sete dias
apos a ovulacdo, foi realizado exame ultrassonogréafico para mensuracdo do didmetro luteal e
do numero de corpos luteos. O volume do tecido luteal foi calculado pela férmula

matematica:
V="4/sxnxR3 ondeR= (P3/,+ Db/ -2
Onde,

Da = didmetro longitudinal

Db = didmetro transversal.

O tecido luteal de corpos luteos cavitarios foi calculado pela subtracdo do

volume do corpo luteo pelo volume da cavidade.

No dia da avaliacdo do CL, também foram realizadas coletas de sangue para a
mensuracdo da concentracao sérica de progesterona. O sangue foi coletado por venopuncéo da
jugular, em tubos a vacuo, sendo posteriormente centrifugados. Logo apés, o soro foi aspirado
e estocado em microtubos de 2,0 mL e armazenado a -20°C até a andlise. As concentracdes
séricas de progesterona (P4) foram mensuradas por radioimunoensaio (RIA), utilizando Kits
comerciais (Coat-a-count, DPC, Diagnostic Products Co, Los Angeles, CA, USA) e seguindo

as recomendac0es do fabricante. O coeficiente de variagéo intraensaio foi de 4,6%.
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Os seguintes parametros foram registrados: Incidéncia de estro: relagéo entre o
numero de ovelhas que mostraram estro e o total de ovelhas tratadas em cada grupo; Tempo
para o estro: tempo entre a remocdo do pessario até o inicio da manifestacéo estral; Tempo
para a ovulagdo: tempo entre a remocdo do pessario vaginal até a ovulagéo; Volume da massa
luteal: soma da massa luteal de todos os corpos lGteos presentes nos dois ovarios; Taxa de

Fertilidade: relacdo entre o nimero de ovelhas prenhes e o nimero de ovelhas inseminadas.

4.3 Experimento 2

A avaliagéo de fertilidade foi realizada em 2012, com um total de 102 ovelhas,
usando os protocolos 300 Ul de eCG e 20 Ul de FSH:LH, conforme descritos no Experimento
1. Este foi escolhido devido a maior quantidade de ovelhas que manifestaram sinais de estro.
O total de ovelhas que manifestaram estro foi avaliado com auxilio de rufides, no qual, as
ovelhas marcadas na garupa no dia da inseminagdo artificial foram registradas. As
inseminacBes foram realizadas por laparoscopia as 64 horas ap0s a remocdo do pessario
vaginal no G300eCG e as 74 horas no G20FSH:LH. A hora da inseminacdo foi ajustada no
G20FSH:LH com o intuito de depositar o sémen no Utero no momento mais proximo da
ovulagéo, de acordo com os resultados obtidos no Experimento 1. Previamente o sémen foi
congelado em palhetas francesas de 0,25 mL e avaliado de acordo com o0s parametros
minimos estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal (CBRA, 1998), sendo

utilizada dose inseminante de 100 x 10° espermatozoides.

Previamente a laparoscopia, as ovelhas foram submetidas a um jejum alimentar
e hidrico de 24 e 12 horas, respectivamente. No momento da inseminagdo as fémeas foram
colocadas em uma maca cirlrgica apropriada, em posi¢do de Trendelenburg. No campo
cirurgico, regido abdominal cranial ao Ubere, foi realizado tricotomia e antissepsia com tintura
de iodo a 2% e alcool 70%, e em seguida anestesia local infiltrativa na dose de 0,04 mg de
cloridrato de lidocaina (Lidovet™, Bravet, Brasil) por botdo anestésico, no local em que
foram introduzidos os trocartes. O sémen foi depositado na por¢do médio-distal de cada corno

uterino, utilizando metade da dose inseminante em cada corno uterino.



41

O diagndstico de gestacdo foi realizado ap6s 30 dias da inseminacdo artificial
por meio de ultrassonografia (SSD-500; Aloka Co. Ltda, Japdo), com transdutor linear de 7,5
MHz (Modelo UST-660-7,5; Aloka Co. Ltda, Japdo) adaptado para avaliacdo transretal.

4.4 Analise estatistica

As variaveis foram testadas quanto a normalidade e homocedasticia pelos
testes de Lilliefors e Bartlett, respectivamente. Os dados com distribuicdo normal foram
submetidos a Andlise de Variancia (ANOVA) e as médias foram comparadas pelo teste de
Duncan. O numero de corpos liteos e a concentracdo de progesterona ndo apresentaram
distribuicdo normal e foram analisados pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis. Os
dados de incidéncia de estro e de fertilidade do Experimento 2 foram avaliados pelo teste do
Qui-quadrado. Os resultados estdo apresentados como Média + Desvio Padrdo ou
porcentagem, e as diferencas foram consideradas significativas quando P<0,05. Toda a analise

estatistica foi realizada com auxilio do programa estatistico SAEG.



5 RESULTADOS

No Experimento 1, onde foram avaliadas 11 ovelhas em cada grupo, a
incidéncia do estro ocorreu em dez ovelhas no G300eCG, oito ovelhas no G20FSH:LH, seis
ovelhas no G40FSH:LH e cinco ovelhas no G20/20FSH:LH. O tempo de inicio do estro e
momento da ovulacdo foi semelhante entre os tratamentos (P>0,05) (Tabela 2.1). Todas as
ovelhas que manifestaram estro em 108 horas foram consideradas responsivas aos tratamentos

de sincronizacao e ovularam.

Tabela 2.1 Incidéncia de estro, periodo entre o final do protocolo ao estro e a ovulacdo em
ovelhas Santa Inés submetidas a protocolos de sincronizacdo usando 300 Ul de ECG, 20 Ul
de FSH:LH; 40 Ul de FSH:LH; ou 40 Ul de FSH:LH dividido em duas doses administradas
com intervalo de 12 horas

G300eCG G20FSH:LH G40FSH:LH  G20/20 FSH:LH
Incidéncia de estro (%) 90,90 (10/11) 72,72 (8/11) 54,54 (6/11) 45,45 (5/11)
Tempo para o estro (horas) 46,3+ 11,8 52,4 + 10,7 53,0+72 51,8+7,1
Tempo para a ovulacdo (horas) 80,4+ 17,3 86,9+ 11,0 95,3+6,1 85,0+5,7

(P >0,05).

Os animais manifestaram sinais clinicos de estro entre 27 e 70 horas. No
G300eCG, 81,8% dos animais foram identificados em estro entre 25 e 60 horas apo6s a
remocao do pessario vaginal, enquanto nos grupos utilizando FSH:LH aproximadamente

54,5% dos animais manifestaram estro entre 37 e 70 horas (Figura 2.2).
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Figura 2.2 Distribuicdo do estro de ovelhas Santa Inés submetidas a
protocolos de sincronizagéo usando 300 Ul de eCG, 20 Ul de FSH:LH; 40
Ul de FSH:LH; ou 40 Ul de FSH:LH dividido em duas doses
administradas com intervalo de 12 horas..

As ovulagdes ocorreram entre 53 a 105 horas. O G300eCG apresentou 20% de
animais ovulando a cada 12 horas, ao longo de todo o periodo de observagéo, enquanto que 0s
grupos com FSH:LH os animais apresentaram variacdo das ovulacfes entre 74 e 105 horas
(Figura 2.3).
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Figura 2.3 Distribuicdo da ovulacdo de ovelhas Santa Inés submetidas a
protocolos de sincronizacdo usando 300 Ul de eCG, 20 Ul de FSH:LH; 40 Ul
de FSH:LH; ou 40 Ul de FSH:LH dividido em duas doses administradas com
intervalo de 12 horas.
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O didmetro do maior foliculo ovulatério, o niamero de foliculos ovulados, o
volume do maior CL e a concentracdo sérica de progesterona foram semelhantes entre os
tratamentos (P>0,05) (Tabela 2.2).

Tabela 2.2 Diametro do maior foliculo pré-ovulatorio, numero de foliculos ovulados, volume
da massa luteal e concentracdo serica de progesterona em ovelhas Santa Inés submetidas a
protocolos de sincronizacdo usando 300 Ul de ECG, 20 Ul de FSH:LH; 40 Ul de FSH:LH; ou

40 Ul de FSH:LH dividido em duas doses administradas com intervalo de 12 horas
G300eCG G20FSH:LH GA40FSH:LH  G20/20 FSH:LH

DlameFrg do maior foliculo pré- 60408 6.3+ 0.6 6.1+ 0.4 6.1+ 0.4

ovulatério (mm)

Numero de foliculos ovulados (n) 1,6+0,7 1,4+£05 1,3+£0,5 1,0+£0,0

Volume da massa luteal (mm3) 7089+439,6 657,6+247,3 616,3+128,6 546,8 + 161,8

Concentragdo sérica de P4 (ng/mL) 56+28 44+0,9 4,7+0,9 44+11
(P>0,05)

No Experimento 2, a proporcdo de ovelhas que manifestaram estro foi
semelhante entre os tratamentos (P>0,05). A taxa de fertilidade ndo apresentou diferenga

significativa. (Tabela 2.3).

Tabela 2.3 Incidéncia de estro e taxa de fertilidade em
ovelhas Santa Inés submetidas a protocolos de sincronizagéo
usando 300 Ul de ECG ou 20 Ul de FSH:LH
G300eCG G20FSH:LH
Incidéncia de estro (%) 72,0% (36/50) 71,1% (37/52)
Taxa de fertilidade (%) 38,0% (19/50) 26,9% (14/52)
(P>0,05)




6 DISCUSSAO

Os dispositivos de progesterona ou analogos sdo rotineiramente
complementados com tratamentos estimulatérios para o desenvolvimento folicular, tanto na
estacdo reprodutiva quanto no anestro estacional. A gonadotrofina coriénica equina (eCG) é
amplamente utilizada (Gonzalez-Bulnes et al. 2005), devido a sua a¢do como LH, porém
sobretudo como FSH (Siris et al., 1978). Alguns trabalhos usaram o préprio FSH com o
mesmo objetivo e alcancaram bons resultados de manifestacdo do estro e ovulacédo (Lopez-
Sebastian et al., 1999; Bosco et al., 2002).

A avaliagdo da manifestacdo do estro é uma forma de verificar a
responsividade dos animais aos tratamentos empregados. No Experimento 1,
aproximadamente 90% da ovelhas submetidas ao protocolo utilizando 300 Ul de eCG e 72%
das ovelhas tratadas com 20 Ul de FSH:LH manifestaram estro (Tabela 1.1), enquanto 72% e
71% das ovelhas submetidas aqueles tratamentos manifestaram estro no Experimento 2
(Tabela 2.3). Estes resultados sugerem que ambos os protocolos tiveram eficiéncia semelhante

guanto a resposta das ovelhas em manifestarem estro.

O tempo médio para inicio do estro apds a retirada do pessario vaginal no
G300eCG foi de 46 horas e nos grupos FSH:LH variou de 52 a 53 horas. Ovelhas Santa Inés
sincronizadas utilizando 400 ou 200 Ul de eCG apds tratamento com progestageno, obtiveram
resultados de 40 e 46 horas, respectivamente (Dias et al., 2001). Barrett et al. (2004),
sincronizando ovelhas da raca Western ciclicas ou em anestro estacional, usando 500 Ul de
eCG, obtiveram médias de 62h e 53h, respectivamente. Os resultados do presente estudo e dos

estudos citados sugerem uma variagdo do tempo de manifestacdo do estro de
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aproximadamente 40 até 60 horas apos a retirada do pessario vaginal, o que pode interferir

nas taxas de fertilidade alcancadas.

Embora o tempo médio do inicio do estro tenha sido semelhante entre os
tratamentos, a forma da distribuicdo foi bastante variada ao longo de 27 a 70 horas. A
concentracdo de ovelhas manifestando estro no G300eCG foi de 81,8% entre 25 e 60 horas
apés a remocdo do pessario vaginal, enquanto nos grupos utilizando FSH:LH
aproximadamente 54,5% dos animais manifestaram estro entre 37 e 70 horas (Figura 2.2).
Essa resposta foi inesperada, em vista que as duas gonadotrofinas deveriam agir de forma
semelhante no desenvolvimento folicular. Contudo, segundo Barrett et al. (2004) ovelhas
ciclicas, ao serem submetidas a protocolos com eCG possuem um pequeno aumento na
estrogenicidade dos foliculos ovulatérios, enquanto que, nas ovelhas em anestro esse aumento
se torna muito significativo, resultando em uma melhor resposta estral no Gltimo. Portanto, a
resposta estral no presente estudo provavelmente é mais dependente da condicdo folicular no
momento da remocdo do progestageno do que da estimulacao folicular com eCG ou FSH.

Segundo Barrett et al. (2004), ovelhas ciclicas ou em anestro estacional
sincronizadas com progestagenos e eCG apresentam comportamento ovulatorio distinto, onde
ovelhas ciclicas apresentaram maior tempo medio da remocao do progestageno até a ovulacéo
e menor sincronia das ovulagdes. Esses autores relataram que a funcédo do eCG em promover
o desenvolvimento folicular em ovelhas ciclicas parece ndo ter grande influéncia na
sincronizacdo. Isso pode ser reforcado pelo fato de ovelhas ciclicas tratadas apenas com
progestagenos apresentarem resultado de taxa de crescimento folicular, duracdo das fases de
crescimento folicular e da fase estatica, diametro do foliculo ovulatorio, taxa de ovulacéo,
média do tempo de ovulacdo ap6s a remocgdo do progestageno, semelhantes as respostas
obtidas em animais tratados com progestageno associado a eCG, além de uma baixa sincronia
da ovulacdo nos dois tratamentos (Barrett et al., 2004). Possivelmente nos tratamentos
empregados no presente trabalho, as gonadotrofinas utilizadas para promover o crescimento
folicular tiveram influéncias insignificantes no crescimento folicular e consequentemente no
momento e intervalo para ocorrer a ovulagéo, o que elevou o tempo de inicio das ovulagdes
(Tabela 2.1). Outros fatores também podem ser apontados como fontes de variacdo para a
resposta ao protocolo hormonal como: a raga, a categoria da ovelha, o tipo do protocolo e

questdes ambientais (Cline et al., 2001).
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O tempo para a ovulagdo ap06s a remogdo do pessario vaginal teve uma ampla
variacdo assim como na manifestacdo do estro, fato esperado, em vista que o primeiro
acontecimento depende do segundo. A maior variagdo observada no G300eCG quando
comparada com os tratamentos contendo 40 Ul de FSH:LH pode ter ocorrido em
consequéncia do pequeno nimero de animais que responderam ao protocolo de sincronizagdo
com FSH:LH e que foram avaliados. Isto pode ser confirmado considerando que no grupo
onde foi utilizado 20 Ul de FSH:LH houve maior incidéncia de manifestacdo de estro que nos
outros grupos com FSH:LH, sendo que neste grupo a distribuicdo das ovulagdes foi menos
concentrada (entre 61 e 105 horas). Essa variagdo parece ser mais dependente de fatores
enddgenos como a genética, condicdo folicular no momento e na remogdo do pessario,
condicdo fisiologica da fémea e categoria em que se encontra e por fatores exdgenos como o
ambiente, a alimentacdo e 0 manejo (Gonzalez-Bulnes et al., 2003; Ammoun et al., 2006) do
que do uso de promotores do crescimento folicular, como eCG e FSH.

Em ovinos, a fase do ciclo estral em que o progestageno é inserido, fase
folicular (Robinson, 1951) ou luteal (Cahill & Dufor, 1979), pode ter elevada influéncia na
eficiéncia da sincronizacdo do estro e da ovulacdo. Talvez a somatdria da progesterona
enddgena com a exdgena cause uma alteracdo na dindmica folicular, gerando variacdes entre
as ovelhas, no momento do estro apds a retirada da progesterona (Leyva et al., 1998). Em
bovinos (Bos indicus), altas concentracdes de progesterona em vacas tratadas com implante de
progesterona e que apresentam um CL funcional esta relacionado com menores taxas de
crescimento folicular e ovulacdo, devido a menor frequéncia de pulsos de hormdnio
luteinizante (LH) (Carvalho et al., 2008). Em ovelhas em anestro estacional, o tempo da fase
de crescimento folicular é significativamente reduzido quando comparado com ovelhas
ciclicas tratadas com progesterona e eCG (Barrett et al., 2004). Todos esses fatores podem
sugerir que a falta de resposta ao tratamento de sincronizacdo do estro e ovulacdo, com a
utilizacdo das gonadotrofinas para o crescimento folicular esteja relacionada possivelmente
com um efeito inibitério de elevadas quantidades de progesteronas, em ovelhas ciclicas,

durante esses tratamentos com progestageno.

Varia¢es no tamanho do foliculo (Bartlewski et al., 1999) e no nimero de
foliculos ovulados (Henderson et al., 1988) estdo relacionados a quantidade de massa luteal
apos a ovulacéo, que por sua vez influenciam nas concentracfes de progesterona (Bartlewski
et al.,, 2011). Protocolos que aumentem as concentragcdes de progesterona apés a ovulacédo

podem aumentar as taxas de fertilidade em ovelhas (Nephew et al., 1994). Neste estudo,
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possivelmente todos os protocolos utilizados teriam a mesma capacidade de levar uma
gestacdo a termo, uma vez que o tamanho do foliculo pré-ovulatério, o volume da massa

luteal e a concentracdo de progesterona (Tabela 2.2) foram semelhantes.

As baixas taxas de fertilidade alcancadas no Experimento 2 (Tabela 2.3)
provavelmente ocorreram devido a falta de sincronia do estro e das ovulagdes que foram
verificados no Experimento 1, independente do tratamento empregado. Embora a inseminagéo
artificial intrauterina utilizando sémen congelado tenha melhores resultados em relacdo aos
outros tipos de inseminacéo, ainda existe uma variacdo observada na literatura que pode estar
relacionada a falta de sincronia das ovulagdes com os protocolos comumente empregados. Em
alguns trabalhos séo relatados altas taxas de prenhez (70 a 90%) (Hill et al., 1998; Zonturlu et
al., 2011) enquanto outros relatam baixos indices de fertilidade (33,3% e 20%) mesmo
apresentando uma alta manifestacéo de estro (Dias et al., 2001). Além do estado fisiologico da
fémea, da raca, do tipo de protocolo, do momento e do tipo da inseminacdo, da época do ano e
do sémen (Menchaca & Rubianes 2004; Anel et al., 2005), a falta de sincronia das ovulagdes
obtidos com os protocolos comumente utilizados pode ser responsavel pela inconsisténcia dos

resultados alcangados em programas de inseminacéo artificial em tempo fixo.

Os resultados mostram que todos os tratamentos foram capazes de induzir o
estro e a ovulacdo, apresentando semelhanca na taxa de ovulacdo, no tamanho do foliculo pré-
ovulatério, no volume da massa luteal e na producdo de progesterona. Porém, foram
ineficientes em sincronizar o momento do estro e da ovulacéo, o que pode ser comprovado
pela baixa taxa de fertilidade encontrada tanto para o protocolo com 300 Ul de eCG quanto
com 20 Ul de FSH:LH.

Portanto, protocolos com maior controle do momento da ovulacdo sdo
indispensaveis para melhorar a eficiéncia reprodutiva em programas de inseminacdo artificial,
principalmente quando é utilizado sémen congelado, que possui menor viabilidade no trato
reprodutivo, sendo necessaria sua deposi¢do no Utero o mais proximo possivel do momento da
ovulagdo. Assim, protocolos que atendam esse requisito sd80 necessarios para aumentar a
eficiéncia do uso de material estocado em bancos de germoplasma animal e difundir material

genético de reprodutores selecionados.



7 CONCLUSAO

Nas condicdes deste Experimento, tanto o protocolo contendo 300 Ul de eCG
quanto os protocolos contendo 20 ou 40 Ul de FSH:LH néo foram eficientes em sincronizar o
estro e a ovulagdo em ovelhas Santa Inés ciclicas. Entretanto, o protocolo contendo 20 Ul de
FSH:LH alcangou resultados semelhantes ao contendo 300 Ul de eCG, o que sugere uma

possivel utilizacdo do FSH:LH em substituicdo ao eCG.
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CAPITULO 3

CONSIDERACOES FINAIS

As biotécnicas de sincronizacdo do estro e inseminacdo artificial em tempo
fixo sdo instrumentos valiosos em sistemas reprodutivos visando o aumento da produtividade

de rebanhos e também na conservacgéo de recursos genéticos.

Fatores como a estacdo do ano, o ambiente, a fisiologia, a raca, 0 manejo, a
nutricdo, o tratamento hormonal, entre outros, podem causar uma grande variagcdo na
sincronizacdo do estro de forma individual ou conjunta, o que possivelmente seja a causa da

grande diferenca nas respostas aos protocolos hormonais, nos diferentes estudos.

Novos estudos devem ser realizados tanto para avaliar o uso do FSH ou eCG
em ovelhas Santa Inés, em diferentes periodos do ano, nas condi¢des do Centro-Oeste do
Brasil, testando o progestdgeno com ou sem o estimulador do crescimento folicular (FSH ou
eCG). Avaliar se animais apenas expostos a progestagenos exdgenos com aplicacdo de
prostaglandina sdo capazes de sincronizar melhor a ovulagdo nesta raga. Desenvolver novos
protocolos com maior controle do crescimento folicular ap6s a insercdo e remocdo do

progestageno.

A taxa de fertilidade ndo foi satisfatoria para a inseminacdo artificial em tempo
fixo usando sémen congelado, portanto, esses protocolos ainda devem ser testados associados
a novas metodologias de abordagem da condicdo folicular ovariana, a fim de obter uma

ovulagdo mais sincronizada e consequentemente alcangar taxas de fertilidade melhores.



