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Resumo

SILVEIRA, Diego Corréa. Indutores de Ovulacdo em Protocolos de Manipulacéo
de Ciclo Estral Ovino. 2020. 49f. Dissertacao (Mestrado em Ciéncias) — Programa
de Pds-Graduacdo em Veterinaria, Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal
de Pelotas, Pelotas, 2020.

A sincronizacdo de estro é uma biotecnologia utilizada para incremento na
produtividade, permitindo a realizagdo da IATF. Progestagenos e eCG séao
empregados para proporcionar adequada sincronizacdo da ovulacédo, porém existe
uma pressao crescente da opinido publica para reduzir a producdo de eCG. Como
alternativa ao eCG, em ovinos, testou-se o estradiol e analogo sintético do GnRH,
como indutores da ovulacdo. Objetivou-se determinar a taxa de crescimento folicular
e ovulacdo com aplicacdo de eCG, benzoato de estradiol e cipionato de estradiol,
antes da IATF e avaliar o efeito de FSH dentro e fora da estagéo reprodutiva. No
experimento 1 as ovelhas (n=22), receberam MAP e cloprostenol na retirada. Foram
divididas em quatro grupos (CN; n=5), (CP; n=5), (CE, n=6) e (BE, n=6). No
experimento 2, estudo 1 (fora da estacdo, n=28) permaneceram com o Primer-PR por
sete dias. Os animais foram divididos em quatro grupos Controle, eCG, FSH10 e
FSH15. No estudo 2 (fora da estacdo, n=25) permaneceram com o Primer-PR por 14
dias e divididos em tratamentos iguais ao do estudo 1. No estudo 3 (dentro da estacao,
n=147), permaneceram com o Primer-PR por 14 dias. Divididos em trés grupos:
Controle, eCG e FSH10. O experimento 3 foi realizado fora da estagdo, n=27 foram
divididas em 3 grupos: eCG (n=8), BE (N=9) e GnRH (n=10). Nao foi possivel observar
efeito do FSH e do eCG na manifestacdo de estro (P4-14D) fora da estacdo
reprodutiva, o uso de gonadotrofinas aumentou a taxa de crescimento folicular fora da
estacdo, e somente o eCG foi capaz de induzir a ovulagdo. Em um outro trabalho,
inicialmente todas as ovelhas (n=115) tiveram o estro sincronizado através de MAP,
no momento da retirada receberam 300Ul de eCG e realizada a IATF1 48 horas apés
a remocéo. Avaliou-se o uso do GnRH em protocolo de ressincronizacao
determinando as taxas de manifestacédo de estro e prenhez. Com base na hipotese
da possibilidade de uma nova inseminacéo (IATF2) sem determinar se as fémeas
estavam ou ndo gestando apos a IATF1. Os animais foram divididos em dois grupos,
controle (n=59) e GnRH (n=56). A aplicacao de GnRH né&o foi eficiente em induzir a
ovulagdo no protocolo de ressincronizagdo em ovelhas. Durante a estagao
reprodutiva, o uso de gonadotrofinas ndo aumentou a taxa de prenhez. Fora da
estacdo o grupo eCG apresentou maior concentracao de P4, e o grupo GnRH néo foi
eficiente em induzir estro.

Palavras-chave: GnRH; IATF; ovelhas; reproducéo; sincronizacao



Abstract

SILVEIRA, Diego Corréa. Ovulation Inducers in Ewe Estrous Cycle Handling
Protocols. 2020. 49f. Dissertation (Master degree em Ciéncias) — Programa de PGs-
Graduacao em Veterinaria, Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas, 2020.

Estrus synchronization is a biotechnology used to increase productivity, allowing the
FTAI to be performed. Progestogens and eCG are used to provide adequate
synchronization of ovulation, but there is increasing pressure from public opinion to
reduce the production of eCG. As an alternative to eCG, in sheep, estradiol and
synthetic GnRH analog were tested as an ovulation inducer. The objective was to
determine the rate of follicular growth and ovulation with the application of eCG,
estradiol benzoate and estradiol cypionate, before FTAI and to evaluate the effect of
FSH inside and outside the reproductive season. In experimente 1 the sheep (n = 22)
received MAP and cloprostenol at removal. They were divided into four groups (CN; n
=5), (CP; n =5), (CE, n = 6) and (BE, n = 6). In experiment 2, study 1 (out-of-the
season, n = 28) remained with Primer-PR for seven days. The animals were divided
into four Control groups, eCG, FSH10 and FSH15. In study 2 (out-of-the season, n =
25) they remained with Primer-PR for 14 days and divided into treatments equal to that
of study 1. In study 3 (in-season, n = 147), they remained with Primer-PR for 14 days.
Divided into three groups: Control, eCG and FSH10. Experiment 3 was performed at
the counter station, n = 27 were divided into 3 groups: eCG (n = 8), BE (N = 9) and
GnRH (n = 10). It was not possible to observe the effect of FSH and eCG on the
manifestation of estrus (P4-14D) outside the reproductive season, the use of
gonadotropins increased the rate of follicular growth outside the season, and only eCG
was able to induce ovulation. In another study, initially all sheep (n = 115) had estrus
synchronized through MAP, at the time of removal they received 300Ul of eCG and
FTAIL1 was performed 48 hours after removal. The use of GnRH in a resynchronization
protocol was evaluated, determining the rates of estrus and pregnancy manifestation.
Based on the hypothesis of the possibility of new insemination (FTAI2) without
determining whether or not the females were pregnant after FTAIL. The animals were
divided into two groups, control (n = 59) and GnRH (n = 56). The application of GhRH
was not efficient in inducing ovulation in the sheep resynchronization protocol.During
the reproductive season, the use of gonadotropins did not increase the pregnancy rate.
Out-of-the season, the eCG group had a higher concentration of P4, and the GnRH
group was not efficient in inducing estrus.

Keywords: FTAI; GnRH; reproduction; sheep; synchronization
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1 Introducéo

A ovinocultura € uma das atividades pecuarias mais antigas da historia, hoje
difundida por todo o globo terrestre, e um dos ramos da pecudria que apresenta
relativo crescimento no cenario mundial e nacional, com taxas de crescimento de 1,5%
ao ano. O Brasil tem o0 18° maior rebanho do mundo (FAO, 2016), com pouco mais
de 18,9 milhdes de ovinos de acordo com o ultimo censo realizado pelo IBGE. O Rio
Grande do Sul, onde a criagdo de ovinos tem importancia econdmica e cultural, é o
segundo estado brasileiro com 0 maior nimero de ovinos, com mais de 3,1 milhdes
de animais (IBGE, 2018). A producdo mundial de carne ovina atingiu, em 2013, a
marca de 8,6 milhdes de toneladas (FAO, 2016).

A criacé@o de ovinos pode ser desenvolvida em todo territério brasileiro, devido
a adaptabilidade de algumas racas a ambientes mais rusticos e a capacidade de gerar
proteina de alta qualidade, a partir da ingestao de alimentos fibrosos e de baixo teor
nutritivo (COSTA et al., 2011). Os principais objetivos dos produtores de ovinos sao
melhorar o desempenho reprodutivo, aumentar a porcentagem de cordeiros
desmamados e o numero de cordeiros comercializados, fatores determinantes na
lucratividade da indUstria atual e que ajudara no sucesso e sustentabilidade a longo
prazo da atividade, que hoje conta com uma taxa de assinalacdo (cordeiros que
sobrevivem até o desmame) abaixo de 60%.

Atualmente, a atividade apresenta aumento na producao e comercializacao de
carne, principalmente pelo consumo da populacdo urbana. O Brasil € um grande
consumidor de produtos de origem ovina, porém a cadeia produtiva nacional ndo é
capaz de atender as demandas, sendo necesséario grande volume de importacdes
(SOUZA et al., 2016). As importacOes de carne ovina oriundas do Uruguai, enfraquece
nosso sistema de producao, que apresenta baixa escala de producéo, além da oferta
sazonal de cordeiro.

Os ovinos sdo poliéstricos estacionais de dias curtos, ou seja, a alta
performance reprodutiva das fémeas e reprodutores é evidente durante o outono e
inverno. Esse fenbmeno ocorre em regides de clima temperado, onde a variacao de
luz entre o dia e a noite € substancial (FONSECA et al., 2005).
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O ciclo estral é regido pela liberacdo de hormdnios, que estimulam e inibem a
producéo e liberagdo de outros. O hormdnio liberador de gonadotrofinas (GnRH) é
secretado pelo hipotalamo e estimula a liberacdo do hormonio foliculo estimulante
(FSH) e do horménio luteinizante (LH) pela adenohipofise. O FSH atua sobre os
ovarios através da estimulacdo do desenvolvimento folicular ovariano. A sua producao
é regulada pela agdo do estradiol e a inibina, horménios que atuam a nivel hipofisario
(BAIRD et al., 1991). Em um ambiente com auséncia de P4, o aumento da
concentracdo plasmatica de estradiol tem efeito direto sobre o0 aumento da frequéncia
de GnRH e LH. O pico pré-ovulatério de LH consiste em um pulso de liberagcédo de LH
(RAWLINGS e COOK, 1993) e ovulagdo. Quando ha niveis altos de P4 associados a
presenca de estradiol, esta inibe a liberacdo GnRH.

O melhoramento genético € uma das bases da producao e reproducdo dessa
espécie e encontra na técnica de inseminacdo artificial (IA) uma das principais
ferramentas, criando a oportunidade de ser usada em ovelhas utilizando sémen de
carneiros superiores e aumentando a eficiéncia geral (CLINE et al., 2001). Sua adog¢éo
é facilitada pelas técnicas de sincronizacdo de estro e de ovulacdo, visando a
inseminacao artificial em tempo fixo (IATF), onde a deteccdo de estro é dispensavel,
e resultando em pari¢Bes sincronizadas de produtos melhorados. E uma importante
ferramenta no sistema de producdo animal, com um impacto direto sobre o custo, no
entanto, para viabilizar comercialmente a IATF, € necessario assegurar taxas
aceitaveis de prenhez e ser economicamente viavel. Diferentes protocolos foram
desenvolvidos para inducdo de estro em ovinos (ABECIA et al.,, 2011), mas as
informacdes sobre seu custo-beneficio, orientacdes ao produtor e aplicabilidade a
campo é muito escassa.

As vantagens da utilizagdo de protocolos de sincronizacdo nos sistemas de
producdo ovina incluem a concentracdo dos manejos reprodutivos, do momento do
estro e da ovulacdo, permitindo a maior difusdo de uma genética de interesse e
reducdo dos custos com méo de obra. A maioria dessas técnicas sdo pouco utilizadas
no Brasil, sendo mais empregadas em criacdes intensivas e por grandes produtores,
porém a difusdo destas no meio rural, possibilita uma uniformidade da producéo e
aumento no atendimento da demanda comercial, gerando maior lucratividade no setor
(ASSUNCAO, 2017).

Tratamentos tradicionais para sincronizacdo da ovulacdo em ovelhas

consistem em esponjas intravaginais contendo progesterona por 12 a 14 dias (EVANS
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etal., 2001). Também usados em conjunto com gonadotrofina coriénica equina (eCG),
capaz de se ligar a receptores de FSH e LH, estimulando o crescimento folicular e
uma maior sincronia da ovulacdo, quando administrada no final do periodo de
suplementacdo com progestagenos, o qual atua induzindo desenvolvimento de
foliculos durante os periodos de inatividade hipotalamico-hipofisaria, produzindo taxas
aceitaveis de prenhez, tanto dentro como fora da estacdo reprodutiva. Mesmo assim,
0 uso repetido de eCG tem sido associado a uma resposta imune em ovelhas e cabras
(ROY et al.,, 1999a; ROY et al.,, 1999b) e desenvolvimento de cistos foliculares
(VINOLES et al., 2001), seguido de baixas taxas de prenhez. Além disso, o tratamento
com P4-eCG tem sido limitado devido a problemas de saude publica (MENCHACA e
RUBIANES, 2004) e questdes de bem-estar animal.

O uso do GnRH é chave para o controle da funcéo reprodutiva em todas as
espécies de vertebrados (BAKKER e BAUM, 2000), produzido e liberado pelo
hipotadlamo e induz a liberacdo de hormoénio luteinizante (LH) pela adenohipoéfise
(THATCHER et al., 2002), pode induzir a ovulagdo. O GnRH induz uma nova onda
folicular, entretanto o desenvolvimento de uma nova onda fica inalterado se a
aplicacao for realizada antes do estabelecimento da dominancia folicular. O GnRH
induz o pico pré-ovulatério de LH duas horas apés a injecao intramuscular em ovelhas
durante a estacdo reprodutiva (RUBIANES et al.,, 1998). Seu emprego tem sido
sugerido em substituicdo ao eCG em protocolos de inducéo e sincronizacéo de estro
e superovulacdo em ovelhas (MENCHACA et al., 2010). REYNA et al. (2007) sugere
que a administracdo de GnRH em relacdo ao acasalamento seria uma opcao pratica
para melhorar o aumento de LH e sincronia da ovulagcdo em protocolos de IATF.

Em ovinos, o benzoato de estradiol (BE) foi testado apenas para induzir a onda
folicular, que comeca aproximadamente de 4 a 6 dias apos a aplicacdo (BARRETT et
al., 2008). A implementacao de BE em vez de eCG foi ineficaz e resultou em baixas
taxas de prenhez, porém o BE possui baixo custo e é usado rotineiramente em
protocolos de IATF em vacas, induzindo o pico pré-ovulatorio de LH (CASTILHO et
al., 2000). Segundo BARRETT et al. (2008) os picos induzidos de LH foram menores
e ocorreram em tempo variavel, mas mais tarde do que nas ovelhas que receberam
somente estradiol, assim a combinagao de estradiol e MAP teve um feedback negativo
mais poderoso sobre a secrecdo de FSH, dando maior supressédo e picos induzidos
atrasados. A progesterona facilita efeitos do feedback do estradiol na secrecéo de
FSH em ovelhas (RAWLINGS et al., 1984).
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O hormoénio foliculo estimulante (FSH) poderia ser utilizado como uma
alternativa ao uso do eCG nos tratamentos de sincronizagao do estro, uma vez que
este possui uma acéo semelhante ao FSH e LH, sobretudo de FSH. Taxas de prenhez
aceitaveis ja foram obtidas com o uso de associacdo de progestageno a uma unica
aplicacao de FSH (BOSCOS et al., 2002), contudo, tais resultados foram obtidos em
programa de monta natural, que permite uma maior dispersdo das ovulacées sem
grandes influéncias na fertilidade subsequente.

Portanto, os objetivos do presente estudo foram determinar as taxas de
manifestacéo de estro e de prenhez em ovelhas que retornaram ou néo ao estro
apos a realizacao de uma primeira IATF com a utilizacdo de um indutor de ovulagéo
ou nédo e determinar a taxa de crescimento folicular e ovulacdo em animais com
estro sincronizado com progestageno (MAP), sem qualquer outro tratamento, com
aplicacao de eCG, Benzoato de estradiol e Cipionato de Estradiol, antes da IATF.
Também se avaliou o efeito de FSH em diferentes protocolos de sincronizacéo de
estro em ovelhas dentro e fora da estacdo reprodutiva, além do uso de GnRH como

indutor de ovulacao fora da estacao reprodutiva.
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Resumo

A sincronizagcdo de estro é uma biotecnologia utilizada para incremento na
produtividade, permitindo a realizacdo de IATF e dispensando a necessidade de observacédo de
estro. Progestagenos e eCG sdo empregados para proporcionar o adequado desenvolvimento
folicular e ovulacdo sincronizada. Porém, existe uma pressao crescente da opinido publica para
reduzir a producdo de eCG. Como alternativa, foi avaliada a aplicacdo de FSH em ovelhas
sincronizadas dentro e fora da estacdo reprodutiva, utilizando um dispositivo intravaginal,
assim como o0 uso de GnRH em protocolos de sincronizacdo de estro buscando induzir e
sincronizar a ovulagdo com o objetivo de determinar a taxa de crescimento folicular e ovulagéo
em animais com estro sincronizado com progestageno (MAP), sem qualquer outro tratamento,
com aplicacdo de eCG, Benzoato de estradiol e Cipionato de Estradiol, antes da IATF. Também
se avaliou o efeito de FSH em diferentes protocolos de sincronizagéo de estro em ovelhas dentro
e fora da estacdo reprodutiva, além do uso de GnRH como indutor de ovulagao fora da estagéo.
No experimento 1 as ovelhas (n=22), receberam MAP e cloprostenol na retirada. Foram
divididas em quatro grupos: (CN; n=5), (CP; n=5), (CE, n=6) e (BE, n=6). No experimento 2,
(fora da estagdo, n=28) permaneceram com o Primer-PR por sete dias. Os animais foram
divididos em quatro grupos: Controle, eCG, FSH10 e FSH15. No experimento 3 (fora da
estacdo, n=25) permaneceram com o Primer-PR por 14 dias e divididos em tratamentos iguais
ao experimento 2. No experimento 4 (dentro da estacdo, n=147), permaneceram com o Primer-

PR por 14 dias. Divididos em trés grupos: Controle, eCG e FSH10. O experimento 5 foi
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realizado fora da estacdo, n=27 foram divididas em 3 grupos: eCG (n=8), BE (N=9) e GnRH
(n=10). N&o foi possivel observar efeito do FSH e do eCG na manifestacdo de estro (P4-14D)
fora da estacdo reprodutiva, o uso de gonadotrofinas aumentou a taxa de crescimento folicular
fora da estacdo, e somente 0 eCG foi capaz de induzir a ovulagdo. Durante a estacdo reprodutiva,
0 uso de gonadotrofinas ndo aumentou a taxa de prenhez. Fora da estagéo reprodutiva o grupo
eCG apresentou maior concentragdo de P4 e o grupo GnRH ndo foi eficiente em induzir estro.

Palavras-chave: estradiol; GnRH; inducdo da ovulacdo; ovinos; reproducéo.

Abstract

Oestrus synchronization is a biotechnology used to increase productivity, allowing the
performance of FT Al and eliminating the need for oestrus observation. The use of progestogens
and eCG are used to provide adequate follicular development and synchronized ovulation.
However, there is increasing pressure from public opinion to reduce eCG production. As an
alternative, the application of FSH in sheep synchronized inside and outside the breeding season
was evaluated, using an intravaginal device, as well as the use of GnRH in estrus
synchronization protocols seeking to induce and synchronize ovulation in order to determine
the rate of follicular growth and ovulation in animals with estrus synchronized with progestagen
(MAP), without any other treatment, with application of eCG, estradiol benzoate and estradiol
cypionate, before FTAI. The effect of FSH in different estrus synchronization protocols in
sheep inside and outside the breeding season was also evaluated, in addition to the use of GnRH
as an ovulation inducer out-of-the season. In exp.1l the sheep (n = 22) received MAP and
cloprostenol at removal. They were divided into four groups (CN; n=5), (CP; n=5), (CE,n=
6) and (BE, n = 6). In exp.2, (out-of-the season, n = 28) remained with Primer-PR for seven
days. The animals were divided into four Control groups, eCG, FSH10 and FSH15. In exp.3,
(out-of-the season, n = 25) they remained with Primer-PR for 14 days and divided into
treatments equal to that of exp. 2. In exp. 4 (in-season, n = 147), they remained with Primer-PR
for 14 days. Divided into three groups: Control, eCG and FSH10. Exp.5 was performed at the
counter station, n = 27 were divided into 3 groups: eCG (n = 8), BE (N = 9) and GnRH (n =
10). It was not possible to observe the effect of FSH and eCG on the manifestation of estrus
(P4-14D) outside the reproductive season, the use of gonadotropins increased the rate of
follicular growth outside the season, and only eCG was able to induce ovulation. During the
reproductive season, the use of gonadotropins did not increase the pregnancy rate. Out-of-the
season, the eCG group showed a higher concentration of P4 and the GnRH group was not

efficient in inducing estrus.
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Introducéo

A inseminacdo artificial em tempo fixo (IATF) representa uma ferramenta pratica em
programas genéticos que permitem concentrar o periodo de servico e elimina a necessidade de
deteccdo de estro. No entanto, envolve tratamentos hormonais para garantir a sincronizacdo da
ovulacgdo e taxas aceitaveis de prenhez. Em bovinos o efeito dos diferentes tipos de estradiol
disponiveis no mercado sobre o desenvolvimento folicular e ovulagdo em protocolos de IATF
sdo amplamente conhecidos, diferente do que acontece em ovinos onde néo se sabe o efeito dos
ésteres benzoato e cipionato de estradiol.

Até 0 momento os resultados sdo muito variaveis, mas sua eficiéncia pode ser
incrementada com a adi¢do de hormonios indutores de ovulacdo, como o Estradiol 178 (BO et
al., 1994) ou Benzoato de Estradiol (SA FILHO et al., 2004) que induzem, eficazmente, a
emergéncia sincronizada de uma nova onda de crescimento folicular e estimulando descargas
de LH em concentracfes semelhantes ao pico pré-ovulatério fisiolégico. Porém, ndo existem
informac0es a respeito de que o Cipionato de Estradiol (CE), tenha essa mesma capacidade.

A caracteristica imunogénica (DRION et al., 2001) e as crescentes restricdes a producdo
do eCG, geram a necessidade da identificacdo de outro hormonio para uso na estimulacéo de
crescimento folicular final e da ovulacdo em ovelhas. Como alternativa, foi avaliada a aplicacao
de FSH (Folltropin-V, Agener Unido, Sao Paulo/SP, Brasil) em ovelhas sincronizadas dentro e
fora da estacédo reprodutiva, utilizando um dispositivo intravaginal (Primer-PR, Agener Unido,
Séo Paulo/SP, Brasil).

O uso de GnRH em protocolos de sincronizagdo de estro busca induzir e sincronizar a
ovulagdo. O momento da inseminacgdo e o uso de protocolos precisos e eficazes de controle da
ovulagéo em ovinos, em particular o uso de GnRH, podem contribuir para melhorar as taxas de
fertilizacdo (MENCHACA et al., 2010).

O objetivo deste trabalho foi determinar a taxa de crescimento folicular e ovulacdo em
animais com estro sincronizado com progestageno (MAP), sem qualquer outro tratamento, com
aplicacdo de eCG, Benzoato de estradiol e Cipionato de Estradiol, antes da IATF. Também se
avaliou o efeito de FSH em diferentes protocolos de sincronizagdo de estro em ovelhas dentro
e fora da estacdo reprodutiva, aléem do uso de GnRH como indutor de ovula¢do na contra-

estacao.
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Material e Métodos

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacio Animal da
Universidade Federal de Pelotas (Processo - 73402 CEEA-UFPEL). Os animais utilizados eram
oriundos do Centro Agropecuério da Palma e declarados aptas a reproducéo através de exame

ginecoldgico.

Experimento 1

Foi utilizado no estudo ovelhas ciclicas (n=22), aptas a reproducédo atraves de exame
ginecologico localizadas no Centro Agropecudrio da Palma (CAP-UFPel) onde receberam uma
esponja intravaginal impregnada com 60mg de MAP, mantida por 13 dias (D-13). No dia da
remocao da esponja (DO0) todos os animais receberam 120 pug de Cloprostenol sédico (Estron®,
Agener) e foram divididos aleatoriamente em quatro grupos experimentais: No DO os animais
do Controle negativo (CN; n=5), ndo receberam hormonios adicionais; Controle positivo (CP;
n=5), receberam 300 Ul de eCG (Novormon®, Zoetis) e os animais do Grupo Cipionato de
Estradiol (n=6) receberam 250pug de CE i.m. (ECP®, Zoetis). Vinte e quatro horas apos (D1),
0s animais do Grupo Benzoato de Estradiol (n=6) receberam 250 ug de BE, i.m. (Gonadiol®,
Zoetis). O desenvolvimento folicular foi avaliado diariamente por ultrassonografia transretal
desde o DO até o desaparecimento do foliculo ovulatério ou até o D4 (Figura 5). O estro foi
identificado com auxilio de rufido com colete marcador. A presenca e nimero de corpos lUteos
(CLs) foi confirmada por laparoscopia no D7. Os dados foram avaliados por ANOVA e

comparacao de medias pelo teste T-Student.

CN
CP
CE BE Laparoscopia
| MAP (60 ma) |l l l
D-13 Do (B D2 D3 D4 D7

‘ Ultrassonografia

Figura 1. Procedimentos do experimento 1, onde os animais (n=22), receberam uma
esponja intravaginal impregnada com 60mg de MAP, mantida por 13 dias (D-13). No DO todos

os animais receberam 120 pg de Cloprostenol divididos quatro grupos: Controle negativo (CN;



24

n=5), Controle positivo (CP; n=5), receberam 300 Ul de eCG e Grupo CE (n=6) receberam
250pg de CE e Grupo BE (n=6) receberam 250 nug de BE.

Experimento 2

Fora da estacdo, os animais (n=28) permaneceram com o Primer-PR por sete dias. No
momento da remocao, os animais foram divididos em quatro grupos (n=7 cada): Controle, sem
aplicacdo de gonadotrofina; ou com aplicacédo de 400 Ul de eCG (Novormon® Zoetis; eCG);
10 mg de FSH (Folltropin®, Agener Unido; FSH10) e 15 mg de FSH (Folltropin®, Agener
Unido; FSH15). Durante 5 dias, foi realizada observagéo do estro diariamente e o crescimento

folicular e a ovulagéo foram avaliadas por ultrassonografia transretal (Figura 2).

Experimento 3
Fora da estagdo, os animais (n=25) permaneceram com o Primer-PR por 14 dias e

posteriormente foram divididos em tratamentos iguais ao do experimento 2 (Figura 3).

Experimento 4

Dentro da estacdo, os animais (n=147), permaneceram com o Primer-PR por 14 dias
(Figura 4). No momento da remocao, os animais foram divididos em trés grupos: Controle (sem
gonadotrofina, n=50); eCG (300 Ul de Novormon® Zoetis; n=48), ou FSH10 (10mg de
Folltropin®, Agener Unido; n=49). O cio foi detectado através de rufido (n=2). A IATF cervical
superficial foi realizada 54h ap6s a retirada do Primer, com sémen fresco (200 x 10°

espermatozoides). O diagndstico de gestacdo foi realizado 25 dias ap6s a IATF (Figura 8).

Controle
e
FSH10

FSH15

| Primer PR Y 1= ]

FiGf

Figura 2. Procedimentos do experimento 2, fora da estacdo reprodutiva (n=28; 4 grupos de sete

animais). Controle: sem gonadotrofinas; 400 Ul de e eCG; 10 mg de FSH; e 15 mg de FSH.
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Figura 3. Procedimentos do experimento 3, fora da estacdo reprodutiva, onde os animais (n=25)
permaneceram com o Primer-PR por quatorze dias. Quatro grupos: Controle (sem aplicacdo de
gonadotrofinas); ou com aplicacdo de 400 Ul de eCG; 10 mg de de FSH; e 15 mg de FSH.

eCG
Controle
FSH10 IATFE us
[ MAF (B0 mg) | ‘l 'I l
D-14 Do D2 D27

Figura 4. Procedimentos do experimento 4, dentro da estacdo reprodutiva, onde os animais
(n=147), permaneceram com 0 Primer-PR por quatorze dias. Trés grupos: Controle (sem
gonadotrofinas, n=50), com aplicacdo de 300 Ul de eCG (n=48), e 10 mg de FSH10 (n=49).

Experimento 5

No estudo realizado fora da estagdo, fez-se coleta de sangue para dosagem de
progesterona de 27 ovelhas e posteriormente divididas aleatoriamente em 3 grupos: eCG (n=8),
BE (N=9) e GnRH (n=10) e tiveram o estro sincronizado através da inser¢do de esponjas
intravaginais impregnadas com 60mg de acetato de medroxiprogesterona (D0) mantidas por
doze dias. No momento da retirada das esponjas (D12) os animais receberam: grupo eCG: 0,12
mg de PGf (0,5 ml de Estron®, Agener Unido) e 300Ul de eCG (Novormon®, Zoetis); grupo
BE: 0,12 mg de PGf (0,5 ml de Estron®) e 10 mg de FSH (Folligon®, MSD Saude Animal);
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grupo GnRH: 0,12 mg de PGf (0,5 ml de Estron®) e 10 mg de FSH (Folligon®) mostrado na
figura 5.

00 Ul dg 0o

0,12 mg i PGr
colata Cameinos Caolata Coleta
Grupo eCG l | MAP {60 mg) l l l 1 l
0-1 [i4] 012 D14 019 D26
10mg de FSH
0,12 mg de PGF
Coleta Carngdnos Coleta folata
Grupo GnRH l [ HAP [ mg) | l l l I'
D1 Do D12 D13 D14 D19 D25

imi de Sincrofortel

10myg da FSH
0,12 mg da PG
Coleta Carmeiros Coleta Coketa
SGirups BE [ MAP (G0 ma) ll l l ‘I
D=1 Do Mz D13 D14 D18 D26
0,25 mg d= BE

Figura 5. Procedimentos do experimento 5, fora da estacéo, fez-se coleta de sangue (n=27) para
dosagem de progesterona e divididas em 3 grupos: eCG (n=8), BE (n=9) e GnRH (n=10),
sincronizadas com MAP-12 dias. No D12 os animais receberam: grupo eCG: 0,5ml de PGf e
300U de eCG; grupo BE: 0,5 ml de PGf e 10 mg de FSH; grupo GnRH: 0,5 de PGf e 10 mg
de FSH. No D13 foi aplicado no grupo BE 0,25 ml de BE, 36 horas apds a retirada das esponjas
foi aplicado no grupo GnRH 4,2 ug de Buserelina.

No D13 foi aplicado no grupo BE 0,25 mg de BE (0,25ml de RicBEc, Tecnopec), 36
horas apds a retirada das esponjas foi aplicado no grupo GnRH 4,2 ug de Buserelina (Iml de
SincroForte®, Ouro Fino Saude Animal). No D14 foram soltos carneiros (n=2) com a regiao
esternal pintada com uma mistura de 6leo vegetal e tinta xadrez para a avalia¢do da distribuigédo
de cios. Amostras de sangue foram novamente coletadas no D19 e D26 por puncéo da veia
jugular, utilizando tubos (sem anticoagulante) com um sistema de vacuo. As amostras de sangue

foram centrifugadas a 1000 g por 15 min, o soro foi separado e armazenado até a analise de
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progesterona. A concentragdo sérica de P4 foi determinada pela técnica de

quimioluminescéncia, realizado em um laboratorio comercial.

Anélises estatisticas

Em todos os experimentos, variaveis continuas foram avaliadas pelo teste de Shapiro-
Wilk. Quando foi detectada auséncia de normalidade, transformacgdes foram realizadas.
Posteriormente, estas respostas foram comparadas entre os tratamentos através do teste de t ou
de analise de variancia. ComparacGes entre médias foram conduzidas pelo teste de Tukey. As

frequéncias foram comparadas entre tratamentos pelo teste de qui-quadrado.
Resultados e Discussao

Experimento 1

Quando testado em ovelhas ciclicas em bom estado nutricional, independente da
utilizacdo de gonadotrofinas, ha desenvolvimento folicular. O diametro médio do foliculo pré-
ovulatério foi de 5,5 + 0,3 mm, ndo diferindo entre os grupos (p > 0,05). No D1, o crescimento
folicular do grupo CP foi maior do que nos demais (p = 0,001). No D2, quando considerado o
momento (24, 48, 72h) em relacdo ao crescimento do maior foliculo, o grupo BE teve maior
crescimento folicular (p=0,001). Jano D3, o grupo CN apresentou maior crescimento (p = 0,06)
em relacdo aos demais (Figura 6), que ndo diferiram entre si (p > 0,05). (Figura 6). Segundo
MENCHACA and RUBIANES (2004), no minimo um foliculo por onda deve ter um didmetro
> 5 mm. O maior foliculo de cada onda cresce por 5 a 7 dias, com uma taxa de crescimento

préxima de 1 mm por dia.

1% .
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Figura 6. Crescimento folicular (mm) determinado por ultrassonografia em ovelhas dos grupos
controle negativo (CN), controle positivo (CP), Cipionato de estradiol (CE) e Benzoato de

estradiol (BE), as 24 horas (a) e as 72 horas (b) - Experimento 1.
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As frequéncias de estros e ovulagdes foram semelhantes entre os tratamentos CN, CP,
CE e BE (80%; 4/5, 100%; 5/5, 83%; 5/6 e 83%; 5/6) e (80%; 4/5, 100%; 5/5, 66,6%; 4/6 e
83%; 5/6), respectivamente (Figura 7). Na avaliacdo laparoscopica no D7, a ovelhas dos grupos
CN, CP, CE e BE apresentaram 1,25, 1,25, 1 e 1 CL, respectivamente. Em bovinos o CE
apresenta resposta mais varidvel em termos de sincronia de onda e ovulagdo quando comparado
ao BE e o 17B-estradiol (COLAZO et al., 2003). MAFFILI et al. (2005), demonstraram que 0
uso de CE e progesterona foi efetivo em sincronizar a emergéncia de nova onda de crescimento
folicular, em cabras. Por outro lado, TAKADA (2004) ndo observou sincronia no surgimento
de onda folicular, utilizando BE em ovelhas Sulffolk. MEIKLE et al. (2001) relataram que o

uso de 17p-estradiol n&o foi eficiente na inducéo de ovulacéo.

Estro Owvulagdio

1 100%
N “ I I l N “ I I l
e 0%
N Cr CE BE N P CE BE

Figura 7. Frequéncia de estros identificados por rufido e de ovulaces confirmadas por

laparoscopia no D7, em ovelhas dos grupos controle negativo (CN), controle positivo (CP),

Cipionato de estradiol (CE) e Benzoato de estradiol (BE) - Experimento 1.

Experimento 2

Nas condi¢6es avaliadas, nao foi possivel observar efeito do FSH e do eCG na taxa de
manifestacdo de estro quando o implante de P4 foi mantido por 14 dias fora da estacdo
reprodutiva. Na estacdo reprodutiva o FSH e 0 eCG ndo interferiram na taxa de concepgao aos
25 dias.

Os rufides detectaram o estro em 14,3% (1/7), 85,7% (6/7), 28,6% (2/7) e 14,3% (1/7),
nos grupos Controle, eCG, FSH10 e FSH15, respectivamente. A taxa de crescimento folicular
do grupo Controle foi inferior (P<0,05) a observada no grupo tratado com eCG, no entanto, nao
houve diferenca com relacdo aos grupos tratados com FSH10 e FSH15 (P > 0,05 - Tabela 1).
Foram detectadas ovulagdes somente nos animais do grupo eCG.

Ao prolongar o periodo com Primer-PR, as taxas de manifestacdo de estro foram
semelhantes (P>0,05) entre os grupos Controle (57,1% - 4/7), eCG (100% - 6/6), FSH10 (83,8%
- 5/6) e FSH15 (50% - 3/6), dando suporte ao uso de apenas uma das doses de FSH (Tabela 2).
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Até 0 momento da inseminacao cervical com sémen fresco (200X10° espermatozoides)
realizada 54 horas ap0s a retirada do Primer-PR, as taxas de manifestacdo de estro ndo diferiram
(P>0,05) entre os grupos Controle (64%, 32/50), eCG (87,5%, 42/48) e FSH10 (75,5%, 37/49).
As taxas de prenhez diagnosticadas aos 25 dias ap6s a inseminacdo, nao diferiram (P>0,05)
entre os grupos Controle (40%, 20/50), eCG (35,4%, 17/48) e FSH10 (42,9%, 21/49) como
pode ser observado na tabela 3.

Tabela 1. Taxa de crescimento folicular, manifestacdo de estro e ovulacdo em ovelhas
submetidas a protocolo, fora da estacdo reprodutiva, com uso de Primer-PR por sete dias.
Divididos em quatro grupos de sete animais: sem aplicacdo de gonadotrofina (Controle); ou
com aplicacdo de 400 Ul de eCG; 10 mg de FSH e 15 mg de FSH — Experimento 2.

Grupos (n=7) Estro (%)
Controle negativo 14,3(1/7) a
eCG 85,7 (6/7) b
FSH (10 mg) 28,6 (2/7) a
FSH (15 mg) 14,3 (U7) a

Tabela 2. Taxa de manifestacdo de estro em ovelhas submetidas a protocolo, fora da estacdo
reprodutiva, com uso de Primer-PR por quatorze dias. Divididos em quatro grupos: sem
aplicacdo de gonadotrofina (Controle); aplicacdo de 400 Ul de eCG; 10 mg de FSH e 15 mg de
FSH — Experimento 3.

Grupos Estro (%)
Controle negativo (n =7) 57,1(417)
eCG (n =6) 100,0 (6/6)
FSH (10 mg - n = 6) 83,8 (5/6)
FSH (15 mg - n = 6) 50,0 (3/6)

Tabela 3. Taxa de prenhez e manifestagdo de estro em ovelhas submetidas a protocolo, dentro
da estacdo reprodutiva, com uso de Primer-PR por quatorze dias. Divididos em trés grupos:
Controle (sem gonadotrofinas); eCG (300 Ul); e FSH (10 mg) - Experimento 4.

Grupos Prenhez aos 25 dias (%) Estro (%)

Controle (n=50) 40,0 (20/50) 64,0 (32/50)
eCG (n=48) 35,4 (17/48) 87,5 (42/48)
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FSH (n=49) 42,9 (21/49) 75,5 (37/49)

Experimento 5

No ensaio realizado fora da estacéo reprodutiva o grupo eCG apresentou em média 4,8
ng/ml de progesterona, diferindo dos grupos BE e GnRH (p < 0,05), que ndo mostraram
diferengas estatisticas entre os tratamentos (Figura 8). Os resultados referentes as ovelhas que
apresentaram concentracao de P4 maior que 1 ng/ml sdo apresentados na figura 9. No grupo
tratado com eCG, a frequéncia de ovelhas que apresentaram niveis de P4 >1ng/ml foi maior do
gue nos grupos tratados com BE e GnRH (p < 0,05). Na figura 10, podemos ver que nao houve
manifestacdo de estro no grupo GnRH, ainda que os grupos BE e eCG tenham mostrado taxas

de 66% e 50% respectivamente.
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Figura 8. Niveis plasmaticos de P4 em ovelhas sincronizadas com MAP-12 dias e submetidas
a tratamento fora da estacao reprodutiva: eCG (n=8), BE (n=9) e GnRH (n=10) — Experimento
5.
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Figura 9. Frequéncia de ovelhas com niveis de P4 >1ng/ml, sincronizadas com MAP-12 dias e
submetidas a tratamento fora da estacdo reprodutiva: eCG (n=8), BE (n=9) e GnRH (n=10) -

Experimento 5.
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Figura 10. Frequéncia de estros em ovelhas com niveis de P4 >1ng/ml, sincronizadas com
MAP-12 dias e submetidas a tratamento fora da estacéo reprodutiva: eCG (n=8), BE (n=9) e
GnRH (n=10) - Experimento 5.

Conclusao

Houve um incremento no crescimento folicular 24 h apos a aplicacdo de BE, porém, a

resposta obtida com a aplicacdo do CE néo foi diferente ao final do periodo. Novos trabalhos
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devem ser conduzidos para determinar a capacidade do CE em induzir a descarga de LH e
consolidar a fungdo do BE como indutor de ovulag&o. O uso de gonadotrofinas aumentou a taxa
de crescimento folicular fora da estacao reprodutiva, porém, somente o eCG foi capaz de induzir
a ovulacdo. Durante a estacdo reprodutiva, o uso de gonadotrofinas ndo aumentou a taxa de
prenhez. Fora da estacdo reprodutiva, o0 eCG apresentou maior concentracdo de P4 entre os
grupos e o0 GnRH ndo foi eficiente em induzir estro.
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Resumo

A sincronizacdo de estro é uma biotecnologia utilizada para incremento na produtividade,
permitindo a realizagdo de inseminagéo artificial em tempo fixo (IATF), no entanto envolve
tratamentos hormonais para garantir a sincronizacdo da ovulacao e taxas aceitaveis de prenhez.
A utilizacdo de progestagenos e da gonadotrofina coridnica equina (eCG) sdo empregados para
proporcionar o adequado desenvolvimento folicular e ovulacdo sincronizada. Porém, a
caracteristica imunogénica e as crescentes restrices a producdo do eCG, geram a necessidade
da identificag@o de outro hormonio para uso na estimulacdo de crescimento folicular final e da
ovulacdo em ovelhas. Baseado na hipétese da realizagdo de uma segunda IATF no momento
gue corresponderia ao retorno natural ao estro, testou-se um analogo sintético do GnRH, como
indutor de ovulagdo em protocolo de ressincronizagdo, determinando as taxas de manifestacéo
de estro e prenhez. Inicialmente todas as ovelhas (n=115) tiveram 0 estro sincronizado através
esponjas impregnadas com MAP, no momento da retirada os animais receberam 300Ul de eCG
e realizada a IATF1 48 horas apds a remoc¢do. Os animais foram divididos em dois grupos,
controle (n=59) e GNRH (n=56). A aplica¢do de GnRH como indutor de ovula¢do ndo mostrou
efeito benéfico sobre a manifestacdo de estro em protocolo de ressincronizagdo em ovelhas.

Palavras-chave: eCG; GnRH; IATF; ovelhas; ressincronizagao de estro;
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Abstract

Estrus synchronization is a biotechnology used to increase productivity, allowing artificial
insemination at a fixed time (FTAI), however it involves hormonal treatments to ensure
synchronization of ovulation and acceptable pregnancy rates. The use of progestins and equine
chorionic gonadotropin (eCG) are used to provide adequate follicular development and
synchronized ovulation. However, the immunogenic characteristic and the increasing
restrictions on the production of eCG, generate the need for the identification of another
hormone for use in stimulating final follicular growth and ovulation in sheep. Based on the
hypothesis of a second FTAI at the moment that would correspond to the natural return to estrus,
a synthetic analog of GnRH was tested as ovulation inducer in a resynchronization protocol,
determining the rates of estrus and pregnancy manifestation. Initially all sheep (n = 115) had
estrus synchronized through sponges impregnated with MAP, at the time of removal the animals
received 300Ul of eCG and IATF1 was performed 48 hours after removal. The animals were
divided into two control groups (n = 59) and GnRH (n = 56). The application of GnRH as an
ovulation inducer did not show a beneficial effect on ovulation in a sheep resynchronization
protocol.

Keywords: eCG; GnRH; FTAI; ewes; estrus resynchronization;

Introducéo

A sincronizacdo de estro é uma biotécnica utilizada para incremento na produtividade,
permitindo a realizacdo de inseminacdo artificial em tempo fixo (IATF), sem a necessidade de
observacdo de estro. Progestagenos e a gonadotrofina coridnica equina (eCG) sdo empregados
para proporcionar o adequado desenvolvimento folicular e uma ovulagdo sincronizada. Porém,
existe uma pressdo crescente da opinido publica para reduzir a producdo de eCG, 0 que pode
determinar a reducdo na oferta do produto e um aumento significativo no seu custo. Desta
forma, é necessario determinar protocolos que possam reduzir ou até dispensar o uso do eCG
em programas de sincronizagao e ressincronizagdo de estro para IATF, melhorando as taxas de
servico e reduzindo o intervalo entre inseminagdes, sem comprometer a sobrevivéncia do
embrido. Uma importante reducao no uso de eCG seria obtida com a realiza¢do de uma segunda
IATF no momento que corresponderia ao retorno natural ao estro, mesmo em fémeas que
estejam gestantes ap0s a primeira IATF. Estudos anteriores demonstraram que € possivel
ressincronizar o retorno do estro em vacas ndo gestantes apos a primeira 1A em bovinos de corte
e leite B. taurus (GALVAO et al., 2007). Estas estratégias sdo eficazes na reducio do intervalo

entre a primeira e a segunda inseminagdes. Em ovinos, protocolos para ressincronizar a
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ovulagdo foram aplicados em ovelhas inseminadas anteriormente, sem saber quais estavam
prenhes (MIRANDA et al., 2018).

Contudo, apesar de fémeas nao gestantes manifestarem o estro de forma concentrada,
a falta do eCG pode determinar uma dispers@do do momento da ovulacdo, afetando a taxa de
prenhez da segunda IATF. Como alternativa ao eCG, em ovinos, testou-se o estradiol, para
induzir a onda folicular (BARRETT et al., 2008) e analogos sintéticos do horménio liberador
de gonadotrofinas (GnRH), como indutor da ovulacdo (RUBIANES et al., 1997), de modo a
favorecer o sucesso na fecundacdo na segunda IATF. Tratamentos com GnRH, quando a
prenhez ainda era indeterminada, ndo apresentaram prejuizo sobre a taxa de prenhez da IA
anterior em vacas leiteiras (CHEBEL et al., 2003).

Portanto, o presente estudo avaliou o uso do GnRH como indutor de novas ondas
foliculares com o status de prenhez desconhecido e determinar as taxas de manifestacao de estro
e de prenhez em ovelhas que retornaram ou ndo ao estro apos a realizagcdo de uma primeira

IATF, como alternativa ao uso de eCG, visando diminuir os custos da ressincronizacao.

Material e Métodos

Os procedimentos aplicados neste estudo foram aprovados pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Pelotas (Processo - 73402 CEEA-UFPEL).
Os estudos foram realizados durante a estacdo reprodutiva (marco e abril de 2019), em duas
propriedades. Uma propriedade € localizada no municipio de Capdo do Ledo

(latitude 31°45'48" sul e longitude 52°29'02" oeste), incluindo 58 ovelhas cruzadas. A outra

propriedade é localizada em Jaguarao (latitude -32°33'58" sul e longitude 53°22'33" oeste), com
57 fémeas da raga Corriedale. No total, os experimentos incluiram 115 ovelhas ndo lactantes,
multiparas, consideradas aptas a reproducao apos avaliagdo ginecoldgica e com escore corporal
de 2,5, mantidas em sistema extensivo de criacdo, em campo nativo e com &gua ad libitum.
Inicialmente, todas as ovelhas tiveram o estro sincronizado através da insercdo de
esponjas intravaginais impregnadas com 60 mg de acetato de medroxiprogesterona (D-14)
mantidas por 12 dias. No momento da retirada das esponjas (D-2), as ovelhas receberam 300
Ul de eCG (Novormon®, Intervet Schering-Plough do Brasil S. A.), por via intramuscular (1IM).
A primeira IATF (IATF1) foi realizada 48 horas ap0s a remogéo das esponjas (D0), através do
método cervical superficial. O sémen utilizado foi coletado de carneiros previamente avaliados
como aptos a reproducdo,0 com o auxilio de vagina artificial. Apds a avaliagdo da motilidade
e do vigor, os ejaculados foram agrupados, formando um pool, que foi diluido em meio Tris-

gema (HAHN, 1972) e mantido a temperatura ambiente. A dose inseminante (200 x 10°
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espermatozoides méveis em um volume de 100 pl) foi depositada na entrada da cérvix com o
auxilio de espéculo e pistola micropipetadora (Walmur®). Ao final do protocolo, a detecgdo do
estro foi feita por rufides. Foram utilizados machos castrados tratados com cipionato de
estradiol (ECP®, Zoetis; DE SOUZA et al. (2005), pintados com uma mistura de 6leo de soja
e pigmento em pé na regido esternal.

Visando testar a hipdtese da possibilidade de realizar uma nova IATF sem diagndstico
de gestacdo apds a IATF1, em ovelhas que retornariam ao estro ap6s o estimulo do tratamento
inicial, os rufides foram reintroduzidos no rebanho no D15. A segunda IATF (IATF2) foi
realizada nos dias 16 e 17, quando ocorreu a maior frequéncia de estros, independentemente do
status gestacional das ovelhas. Para esse procedimento, em cada propriedade, as ovelhas foram
divididas de forma aleatéria em dois grupos homogéneos, contendo ovelhas que ndo
manifestaram estro (possivelmente prenhes da IATF1) e ovelhas em estro. A IATF2 foi
conduzida da mesma forma descrita para a IATF1. Conforme mostrado na Figura 1, a IATF2
foi realizada sem tratamento adicional (controle, n = 59), ou com aplicagdo de 4 pg de acetato

de buserelina (Sincroforte®, Ouro Fino; n = 56), como indutor da ovulacéo.

LI
IA apos Estro = 8 us
Control
— — . i ontrole
P4 eCG |ATF
D-14 D-2 DO
I 4
IA apos Estro & us
GnRH
D17 D23 D30 D45

GnRH

Figura 1. Organograma dos procedimentos realizados para primeira e segunda inseminagao em

tempo fixo (IATF), com ou sem aplicacdo de GnRH.

Em uma das propriedades, no D31 os rufides foram novamente introduzidos no rebanho
para verificar a distribuicdo de retorno ao estro nas fémeas ndo gestantes. O diagndstico de
gestacdo foi realizado no D45 por ultrassonografia transretal, com transdutor linear do
equipamento A5Vet (Sonoscape®). Também foram realizadas coletas de sangue para a
mensuracdo da concentracdo sérica de progesterona, atraves de venopuncao da jugular, em
tubos a vacuo. Apds centrifugacéo, o soro foi aspirado e estocado em microtubos de 2,0 mL e
armazenado a -20°C, para posterior analise.

As frequéncias foram comparadas entre tratamentos pelo teste de qui-quadrado.
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Resultados e Discussao

A aplicagdo de 4 pg de acetato de buserelina ndo foi eficiente em induzir o estro no
protocolo de ressincronizacdo em ovelhas. Apos a IATF1, aproximadamente 58% das ovelhas
submetidas ao protocolo utilizando MAP e 300 Ul de eCG manifestaram estro, de forma
semelhante ao relatado por MIRANDA et al. (2018), enquanto 63% das ovelhas submetidas a
IATF2 apresentaram estro, sendo que o grupo GnRH néo diferiu do controle (P > 0,05). Assim,
o protocolo de IATFL1, utilizado quando as ovelhas ainda ndo estavam divididas em dois grupos
apresentou menor frequéncia de ovelhas em estro comparado a IATF2, na qual foi utilizado
GnRH. Este resultado contradiz os relatos de LUTHER et al. (2007), com 76% das ovelhas
demonstrando estro apos tratamento com GnRH. Nos resultados da IATF2, foram subtraidas as
ovelhas diagnosticadas como gestantes apos a IATF1.

Ainda que a taxa de manifestacdo de estro obtida com o tratamento de sincronizacao
tenha sido adequada, a taxa de prenhez obtida com a IATF1 foi inferior ao esperado (Figura 2),
especialmente se considerados os resultados de (OLIVERA-MUZANTE et al., 2011), com taxa
de prenhez de 48%. Sabe-se que o tratamento com GnRH induz um aumento na secrecdo do
hormdnio luteinizante (LH) 1-4 horas ap6s a sua administracdo, com posterior ocorréncia da
ovulacdo (CAVALCANTI et al., 2012) e formacdo do corpo liteo. No grupo tratado com
anadlogo de GnRH era esperada uma concentracdo das ovulacOes, devido a antecipagdo da
ovulacdo nas ovelhas com manifestacdo tardia de estro. Porém, a reduzida manifestacdo de
estro apos trtamento com GnRH provavelmente se deve a antecipacdo do pico do LH, o que
ndo permitiu que o foliculo dominante presente no ovario produzisse E2 em niveis suficientes
para induzir o aparecimento do estro (HAY & MOOR, 1975). Portanto, com a injecdo de GnRH
houve blogueio da esteroidogénese ovariana, reduzindo rapidamente a concentracdo de E2,
impedindo a ocorréncia de estro. Portanto, o tratamento com GnRH foi ineficiente em
sincronizar o estro, resultando em reduzida taxa de prenhez apos a IATF2 (Figura 2).

A distribuicdo de cios ocorreu em um padrdo esperado, com picos de manifestacédo de
estro aproximadamente a cada 17 dias (LOBATO et al., 2013), como pode ser observado nas
Figuras 3 e 4. A hipotese de que a eficiéncia reprodutiva pode ser melhorada com o uso de um
analogo da GnRH no momento do retorno da IATF1 foi rejeitada, pois a aplicacdo de GnRH

ndo exerceu efeito sobre as taxas de concepcgéo (P > 0,05).
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Figura 2. Taxa de prenhez apds duas inseminacOes artificiais em tempo fixo, com ou sem

administracdo de um analogo do horménio liberador de gonadotrofinas (GnRH).
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Figura 3. Distribuicdo de retornos ao estro apés a realizacdo da primeira inseminacdo artificial
em tempo fixo (IATF1).
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Figura 4. Distribuicdo de retornos ao estro apds a realizacdo da segunda inseminacdo artificial
em tempo fixo (IATF2), com ou sem administracdo de um analogo de horménio liberador de

gonadotrofinas (GnRH).

Concluséo

O uso de um analogo do GnRH como indutor de ovulacdo ndo mostrou efeito benéfico sobre a
sincronizacao do estro em ovelhas apds uma inseminacao artificial em tempo fixo (IATF), ainda
que tenha ocorrido um leve incremento na taxa de prenhez apds uma segunda IATF. Ovelhas
submetidas a sincronizacéo de estro e IATF na estacdo reprodutiva podem receber uma segunda
IATF 17 dias apés a primeira IATF, permitindo um aumento na taxa de prenhez acumulada,

sem a necessidade de um novo tratamento com eCG.
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4 Consideracgdes Finais

A inseminacao artificial em tempo fixo (IATF) representa uma ferramenta
pratica em programas genéticos que permitem concentrar o periodo de servigo e
elimina a necessidade de deteccdo de estro. Aumentando a eficiéncia geral de
programas de melhoramento genético e o uso de machos superiores. Os tratamentos
tradicionais para sincronizacdo da ovulacdo em ovelhas consistem em esponjas
intravaginais contendo progesterona por 12 a 14 dias junto com a gonadotrofina
coribnica equina (eCG) que é amplamente utilizada em protocolos de IATF para
sincronizar e induzir o crescimento folicular final e ovulacéo.

Protocolos para ressincronizar a ovulagdo foram utilizados a todas as ovelhas
anteriormente inseminadas sem saber quais estavam prenhes. No entanto,
administrar esses tratamentos para todo o rebanho é caro, demorado e trabalhoso e
aumenta o uso de horménios desnecessarios nas ovelhas que conceberam da
inseminacao anterior. No entanto, envolve tratamentos hormonais para garantir a
sincronizacdo da ovulacdo e taxas aceitaveis de prenhez. Atualmente, a aplicacdo
destas biotecnologias em condi¢cdes comerciais requer procedimentos de fécil
implementacdo e taxas reprodutivas aceitaveis.

Embora diversas alternativas de protocolos hormonais tenham surgido, 0s
indices reprodutivos, continuam instaveis e com resultados pouco satisfatorios,
principalmente quando utilizada a inseminagado artificial em comparagdo a monta
natural. Em bovinos, o estradiol aplicado concomitantemente com a insercao de
dispositivos liberadores de progesterona induz atresia folicular e o surgimento de nova
onda folicular apés quatro dias e meio. No entanto, na auséncia de progesterona, o
estradiol resulta em ovulagéo do foliculo dominante em bovinos. Em ovinos, o estradiol
foi testado apenas para induzir a onda folicular, que comeca aproximadamente 4-6

dias ap6és a aplicacdo do horménio.
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Neste estudo podemos verificar que ovelhas submetidas a sincronizacao de
estro e IATF podem receber uma segunda inseminacéo cervical superficial 17 dias
apos a primeira, permitindo um aumento na taxa de prenhez sem novo tratamento
com eCG. Assim diminuiria 0os custos de uma ressincronizacdo e dispensaria a
utilizacdo de hormodnios como eCG, evitando uma resposta imune. O uso de um
analogo do GnRH nao mostrou efeito benéfico sobre a sincronizacdo do estro em
ovelhas, fazendo com que ocorresse uma dispersédo de ovulacdo, podendo causar
reducdo nas taxas de prenhez e inviabilizando o uso de ressincronizacdo no manejo
reprodutivo das fémeas.

Pelos estudos realizados, néo foi possivel determinar a capacidade do CE em
induzir a descarga de LH e consolidar a funcdo do BE como indutor de ovulacgéo,
apesar de haver tido um incremento no crescimento folicular 24 h apds a aplicacéo de
BE. Foi observado também que o uso de gonadotrofinas aumentou a taxa de
crescimento folicular fora da estacdo, porém, somente o eCG foi capaz de induzir a
ovulacdo. Durante a estacao reprodutiva, 0 uso de gonadotrofinas ndo aumentou a
taxa de prenhez. Na contra estacdo o grupo eCG apresentou maior concentragao de

P4 entre os grupos, e o grupo GnRH néo foi eficiente em induzir estro.
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