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AVALIA(;AO DO PICO PRE-OVULATORIO DE LH EM OVELHAS DA RACA
SANTA INES SUPERESTIMULADAS NOS PERIODOS DE CICLICIDADE,
TRANSICAO E ANESTRO
RESUMO- Nos protocolos de multipla ovulacdo e transferéncia de embrides
(MOTE) diversos tratamentos tém sido testados com intuito de aumentar a
eficiéncia desta biotécnica, dentre eles, 0os que visam a superestimulacao iniciada
proxima as emergéncias de ondas foliculares. No entanto, estas provocam
modificacdes endocrinas e ovarianas, como pico de LH. O conhecimento do
momento da manifestacéo de estro, pico de LH e ovulacdo, s&o essenciais para
garantir o avanco e eficiéncia desta biotécnica da reproducdo. O momento e a
amplitude do pico pré-ovulatorio de LH tem sido um dos melhores parametros para
prever o tempo da ovulagédo. De acordo com esta problematica o presente estudo
objetivou investigar o inicio do estro, 0 momento e amplitude do pico pré-ovulatorio
de LH em ovelhas submetidas a tratamentos superovulacdo com FSH, iniciados
proximo a emergéncia da primeira e ultima ondas foliculares, nos periodos de
ciclicidade, transicdo e anestro. Para tanto foram utilizados dois protocolos
hormonais para superestimulacdo de primeira onda e trés protocolos para Ultima
onda folicular, em diferentes periodos, sendo eles, anestro, transicao e ciclicidade.
Todos os animais receberam um dispositivo intravaginal e administracdo de D-
Cloprostenol no DO. As aplicacbes de FSHp em oito doses decrescentes
comecaram 48 horas antes da retirada do dispositivo intravaginal e das aplicacdes
de eCG associado com o D-Cloprostenol. A coleta de sangue para dosagem de
LH ocorreu a cada trés horas e foram dosados através da técnica de
radioimunoensaio, assim verificou-se 0 momento e amplitude do pico pré-
ovulatério de LH. Os resultados mostraram que o melhor tratamento a ser
realizado é a superestimulacdo da primeira onda folicular no momento de
ciclicidade, onde obteve maior amplitude do pico pré-ovulatério de LH e melhores

taxas de ovulacéo.

Palavra-chave: Superestimulagcéo, protocolos hormonais; pico de LH; Ovelhas.
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SUMMARY - EVALUATION OF PEAK PREOVULATORY LH OF SANTA INES
SHEEP SUPERSTIMULATED CYCLICALITY PERIODS, AND TRANSITION
ANESTROUS.

In the protocols of multiple ovulation and embryo transfer (MOET) various
treatments have been tested in order to increase the efficiency of biotech, including
those aimed at overstimulation started next to follicular waves of emergencies.
However, these cause endocrine ovarian and modifications as LH surge. Knowing
the time of estrus, LH surge and ovulation, are essential to ensure the
advancement and efficiency of biotech reproduction. The timing and amplitude of
the pre-ovulatory LH surge has been one of the best parameters to predict the time
of ovulation. According to this problem the present study aimed to investigate the
onset of estrus, the timing and extent of the pre-ovulatory LH surge in sheep
subjected to superovulation treatments with FSH, started near the emergence of
the first and last follicular waves during the periods of cyclicity , transition and
anoestrus. For this we used two hormonal protocols to overstimulation of the first
wave and three protocols for last follicular wave in different periods, namely,
anestrus, transition and cyclicality. All animals received an intravaginal device and
administration of D-cloprostenol on DO. The application FSHp eight decreasing
doses started 48 hours before removal of the intravaginal device and applications
associated with eCG D-cloprostenol. The blood collection for LH dosage occurred
every three hours and were measured by radioimmunoassay, and there was the
time and amplitude of the pre-ovulatory LH surge. The results showed that the best
treatment is to be performed follicular overstimulation of the first wave at the time
of cyclicity, which obtained the highest amplitude of the pre-ovulatory LH surge and
ovulation rates best. Keyword: overstimulation, hormonal protocols; LH peak;
Sheep.



1. INTRODUCAO

Protocolos de multipla ovulagéo e transferéncia de embrides (MOTE) em ovinos,
como em outras espécies, consistem na administracdo de elevadas doses de
gonadotrofinas que maximizam o numero de embrides viaveis por ciclo (VEIGA-
LOPEZ et al., 2008). Diversos tratamentos tém sido estudados para aumentar a
eficiéncia desta biotécnica, dentre eles, os que visam a superestimulacao iniciada
proxima as emergéncias de ondas foliculares (VEIGA-LOPEZ et al., 2005;
MENCHACA et al., 2007). Ha relatos que tais protocolos tém mostrado melhoria na
producido de embrides (COGNIE, 1999; MENCHACA et al., 20009).

No entanto, as aplicacbes destes tratamentos superovulatdrios provocam
modificacdes enddcrinas e ovarianas (KAFI & McGOWAN et al., 1997), as quais
sdo principalmente relacionadas a distarbios do desenvolvimento folicular pré-
ovulatério (ROBINSON et al., 1968) e aos eventos enddcrinos como o padréo de
pulsatilidade e pico do LH (BEN JEBARA et al., 1994; D’OCCHIO et al., 1999). Tais
fatos interferem no processo de ovulacdo de modo a induzir falhas como foliculos
anovulatérios (BEVERS et al., 1989) e luteinizados (MONNIAUX et al., 1983), e
ovulacdes prematuras (DRIANCOURT & FRY 1992), tardias ou até mesmo
assincronicas (COGNIE et al., 2003). Estes acontecimentos causam subsequentes
falhas de fecundacdo, devido a presenca de o00citos ou espermatozoides
envelhecidos no momento da fecundacdo (JABBOUR & EVANS, 1991). Desta
forma, observa-se reducéo na eficiéncia destes protocolos, relacionada ao niumero
de embrides transferiveis (COGNIE et al., 2003).

Baseado no fato de que os intervalos entre a manifestacéo de estro, pico de LH
e ovulacdo podem ser afetados pelos tratamentos de MOTE, o conhecimento do
momento em que estes eventos ocorrem é essencial para garantir o avanco e
eficiéncia desta biotécnica da reproducdo (VEIGA-LOPEZ et al.,, 2008). A
investigagdo do momento do pico pré-ovulatério de LH é um dos melhores
parametros para prever o tempo da ovulacao, pois o intervalo entre a ocorréncia do
pico de LH e a ovulacdo é bastante constante para as varias espécies domeésticas
(MAUREL & COMBARNOUS, 1994).
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Indmeros trabalhos determinaram o momento do pico de LH em ovinos,
entretanto, diferencas foram observadas entre protocolos hormonais e ragas
(VEIGA-LOPEZ et al.,, 2008; SIMONETTI et al., 2008; SIDDIQUI et al., 2010,
MONTEIRO et al., 2009).

O fotoperiodo também interfere no momento do pico pré-ovulatério de LH. O
decréscimo do comprimento dos dias incrementa a atividade de pulso de GnRH
(WHEELER & LAND, 1977), enquanto seu aumento diminui esta pulsatilidade
(BITTMAN et al., 1985). Como consequéncia podem ser observadas alteracdes do
momento e amplitude do pico pré-ovulatério de LH e reducdo da taxa de
fecundacéo dos odcitos produzidos por fémeas superestimuladas (MITCHELL et al.,
2002).

De acordo com esta problematica o presente estudo objetivou investigar o
momento do pico pré-ovulatério de LH em ovelhas submetidas a tratamentos
superestimulatérios iniciados proximo a emergéncia da primeira e Ultima ondas

foliculares, nos periodos de ciclicidade, transicdo e anestro.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Ciclo Estral

A ovelha € um animal poliéstrico estacional. Assim sua atividade reprodutiva
pode ser dividida em estagbes de anestro, acasalamento e de transi¢ao. I1Sso ocorre
de acordo com a localizacdo geografica em relagdo aos trOpicos, sendo ainda
considerada fotossensivel. Ou seja, a estacdo de reproducdo ocorre durante o
periodo do ano de dias com numero decrescente de horas luz. A medida que se
aproxima da Linha do Equador, esta estacionalidade € diminuida ou inexistente. A
ciclicidade também é fortemente influenciada pelo fator raca e algumas racas
brasileiras apresentam atividade reprodutiva durante todo o ano, independente de
localizacéo geografica (FONSECA, 2005; MORAES et al., 2008)

O ciclo estral € regulado por mecanismos endocrinos e neuroenddcrinos,
principalmente os hormonios hipotalamicos, as gonadotrofinas e os esterdides
secretados pelos ovarios. Nas ovelhas, o ciclo estral tem uma média de 16 a 17
dias de duracdo, onde o momento da ovulacdo ocorre de 24 a 30 horas apés o
inicio do cio (HAFEZ & HAFEZ, 2004).

Segundo HEAPE (1990), uma forma de dividir o ciclo estral seria a
classificacdo em proestro, estro, metaestro e diestro. O proestro (fase folicular)
caracteriza-se pela ocorréncia do crescimento folicular e secrecdo de estrogenos,
sob estimulo de gonadotrofinas hipofisarias e tem duracédo de dois a trés dias. O
estro varia de 20 a 36 horas, com média de 26 horas, sendo a ovula¢éo ocorrida em
terco final, lembrando que na espécie ovina e caprina as ovula¢des duplas e triplas
sdo comuns, e estas ocorrem dentro de 2 horas apdés a primeira ovulacdo. O
metaestro compreende o periodo de formacéo do corpo lateo, e para fins praticos,
tem sua inclusdo no diestro. O diestro (fase lutea) é a fase dominante no ciclo estral
na ovelha, dura de 12 a 14 dias e caracteriza-se pela secrecdo de progesterona
efetuada pelo corpo luteo (SASA, 2003; HAFEZ & HAFEZ, 2004).



2.2. Controle endocrino

Para o ciclo estral ocorrer € necessario a integragdo entre o eixo hipotalamo-
hipdfise-ovariano e o sistema nervoso, aliado as influéncias relacionadas ao
ambiente. Os hormonios de origem hipotalamica (horménio liberador de
gonadotrofinas- GnRH), hipofisaria (hormoénio foliculo estimulante — FSH e
hormonio luiteinizante — LH), ovarianos (estradiol, progesterona) e uterino
(prostaglandina) constituem a base do funcionamento reprodutivo (HAFEZ et al,
2004; THOMPSON, 2006).

O hipotdlamo secreta GnRH de forma pulsétil, e é liberado na corrente
sanguinea, que tem como destino a adenohipdéfise onde estimula a liberagdo de LH
e FSH, sendo que a frequéncia e a amplitude da liberacdo do GnRH determinam
gual deles sera liberado. O controle da secrecédo de FSH é realizado nédo s6 pelo
GnRH mas também pelos esterbides (progesterona e estradiol). O FSH ativa o
metabolismo celular no ovario, favorecendo a mutiplicacao celular e determinando o
inicio da onda de crescimento folicular. A secrecédo de LH pela adenohipdfise da-se
a nivel basal e pulsatil e promove o crescimento do foliculo dominante e ovulagéo.
No ovério, o estradiol é sintetizado e liberado na fase folicular do ciclo pelas células
da granulosa e a progesterona pelo corpo lateo (CL) na fase luteal (HAFEZ et al,
2004; HAFEZ & HAFEZ, 2004; THOMPSON, 2006)

A fase luteal caracteriza-se pela ocorréncia de um ou mais corpos lateos nos
ovarios, resultantes do rompimento do(s) foliculo(s) ovulatério(s). A medida que a
fase latea progride o CL produz um volume crescente de progesterona até que se
atinge um platé, iniciado por volta do sexto dia do ciclo estral, mantendo-se até a
lutedlise. Durante, a fase luteal, quando a concentracdo de progesterona € alta e a
de estradiol relativamente baixa, a frequéncia dos pulsos de GnRH diminui.
Entretanto, a frequéncia dos pulsos de GnRH aumenta e a amplitude diminui
durante a metade da fase folicular, quando a progesterona tem sua concentracao
reduzida e a de estradiol aumentada. Assim, em ovelhas ciclando, o estradiol
aumenta a frequéncia dos pulsos de LH e diminui sua amplitude desencadeando o
pico de LH (HAFEZ et al, 2004; THOMPSON, 2006; MORAES et al., 2008).
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O aumento nos niveis de secrecao de progesterona com o desenvolvimento
do CL inibe os receptores de ocitocina uterinos, os quais estao relacionados com a
liberacdo da prostaglandina-2a (PGF2a). Com o término da fase luteal a
concentracdo de progesterona declina rapidamente induzida pela secrecédo de
PGF2a que promove a regressdo do CL (lutedlise). A PGF2a do periodo de
lutedlise € proveniente de secrecdes pulsateis emitidas pelo endométrio que
provocam a regressdo do CL (McCRACKEN et al., 1984).

Nos ovinos, um mecanismo de controle retrogrado positivo estimula a
secrecao pulsatii de PGF2a tendo a ocitocina um papel central nesse processo
(McCRACKEN et al., 1984). A ocitocina sintetizada pelo hipotalamo é liberada pela
neurohipdfise e junto com a secrecdo de ocitocina do CL, estimula a producéo de
PGF2a pelo utero, caracterizando o processo de retroalimentacao positiva. Nesse
momento, a lutéolise tem inicio como resultado da elevacdo e ativacdo de
receptores de estradiol (E2), que induzem um aumento no nimero de receptores de
ocitocina no endométrio, deflagrando o mecanismo de retroalimentacdo (HAFEZ et
al, 2004; THOMPSON, 2006)

A queda na concentracao de progesterona permite a elevagao da secrecao
de estradiol pelo ovario que é estimulada pelo aumento na frequéncia dos pulsos de
GnRH e LH. Em contraste, a concentracdo de FSH declina inibida pela secrecao
crescente de estradiol e inibina, pelo foliculo pré-ovulatério (HAFEZ et al, 2004;
HAFEZ & HAFEZ, 2004; THOMPSON, 2006; MORAES et al., 2008).

O pico pré-ovulatorio de LH é responsavel pela ovulacdo, luteinizacdo do
foliculo e subsequente formagdo do CL, e com seu desenvolvimento a
concentracdo de progesterona plasmatica secretada por ele aumenta. Apds o pico
de LH e ovulacédo, enquanto os niveis de LH e esterdides estdo baixos, ocorre
concomitantemente aumento na concentracdo de FSH um dia ap6s a ovulagao,
seguido por um aumento na secrecao de estradiol e de um “pool” de novos foliculos
antrais (HAFEZ et al, 2004; THOMPSON, 2006; MORAES et al., 2008).

Quando o CL € mantido pela existéncia de reconhecimento materno da

gestacao, resulta em um continuo efeito de retro alimentagdo negativo e anestro
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durante a gestacdo estendendo até o periodo pés-parto (STABENFELDT &
EDQVIST, 1996). A produgcdo de abundantes quantidades de estradiol ou
progesterona pela placenta, durante o final da gestacdo exercem forte efeito
inibitério sobre o hipotdlamo, diminuindo a liberacdo de GnRH (SHORT et al.,
1990).

No pos-parto, com a reducdo da concentragdo plasmética de estradiol, apds
a liberacdo do feto e da placenta, a inibicdo do FSH termina e, consequentemente
seus niveis se elevam para estimular o desenvolvimento folicular na primeira
semana apos o parto. Ao contrario do FSH que é produzido e liberado, o LH precisa
ser produzido e armazenado na adenohipéfise, para que o foliculo dominante
chegue a ovulacéo. A reposicdo dos estoques hipofisarios de LH exige de 2 a 3
semanas. A medida que transcorre o periodo poOs-parto, os estoques de LH
hipofisarios vao sendo restabelecidos. A concentracdo plasmatica e a frequéncia de
pulsos de LH aumentam linearmente e pode-se verificar que, a cada onda folicular,
o diametro do foliculo dominante vai se tornando cada vez maior, as concentracdes
de estradiol se elevam, exercendo uma retroalimentacdo positiva ao LH, que €
seguido pela ovulagcdo. A maturacgdo final e a ovulagdo de um foliculo dominante é
dependente da regularidade de pulsos de LH secretado pela adenohipéfise (YAVAS
& WALTON, 2000).

A retroalimentacdo negativa exercida pelo estradiol no eixo hipotalamico-
hipofisario e o padrdo de pulsacdo inadequada do LH contribuem para o atraso do
retorno da atividade ovariana e do comportamento estral no pos-parto de ovelhas
(ARAUJO, 2006).

Os foliculos dominantes provenientes de ondas ovulatorias anteriores
permanecem em um ambiente hormonal com predominio de atividade
progesterdnica (corpo Iuteo ativo) e acabam por entrarem em atresia em funcéo do
aporte gonadotréfico inadequado, isto é, LH insuficiente, até que a atividade luteal
(producdo de progesterona) atinja niveis minimos por ocasido da lutedlise
(FONSECA, 2006).
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Em ovelhas, o mecanismo de dominancia do foliculo dominante € diferente
do que ocorre em cabras e vacas. Na ovelha o foliculo dominante s6 diminui o
crescimento de foliculos novos, mas nao inibe como ocorre em vacas (GONZALEZ-
BULNES et al., 2001).

2.3. Fotoperiodo

Ovelhas sao poliéstricas estacionais de dias curtos, ou seja, apresenta um
modelo de reproducdo sazonal com uma incidéncia de ciclos estrais concentrada
durante o outono e o inverno. O estimulo para a manifestagdo e/ou intensificagéo
dos fenbmenos reprodutivos é o decréscimo do numero de horas de luz por dia
(fotoperiodo). Esse fendmeno tende a diminuir ou cessar com a proximidade da
Linha do Equador (HAFEZ & HAFEZ, 2004; FONSECA, 2006).

Durante os dias longos (primavera e verdo), a atividade sexual diminui, com
0s animais apresentando desde completo anestro até irregularidades dos ciclos.
Nas regifes de latitudes inferiores (regibes equatoriais e tropicais), onde as
mudancas de fotoperiodo sdo minimas, a estacionalidade da reproducdo é pouco
evidente e mais dependente de variagdes na alimentacdo e nas condigOes
climéticas (MORAES et al., 2008).

2.4. Dindmica Folicular

Dinamica folicular € o processo continuo de crescimento e regressao dos
foliculos antrais que permite o desenvolvimento do foliculo pré-ovulatorio (LUCY et
al., 1992). Nas ovelhas o desenvolvimento folicular ocorre em ondas, tanto na
estacado reprodutiva e anestro estacional, como durante o inicio da gestacéo e pos-
parto (GINTHER & KOT, 1994; GINTHER et al., 1996; SOUZA et al., 1996; LOPEZ
SEBASTIAN et al.,, 1997; LEYVA et al.,, 1998; BARTLEWSKY et al., 1998, 1999,
2000; EVANS, 2003). Elas emergem com intervalos de quatro a seis dias, sob
estimulo do FSH, variando de duas a quatro ondas (GINTHER & KOT, 1994,
EVANS, 2003), sendo mais frequentes trés ondas foliculares por ciclo (RUBIANES,
2000a).
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Existe forte evidéncia experimental que, durante a primeira e a ultima onda
folicular, ocorre o mecanismo denominado dominancia (GINTHER et al., 1996).
Onde é selecionado um foliculo, de varios recrutados, que continuara crescendo,
enguanto os outros entram em atresia (MENCHACA et al., 2002).

O foliculo dominante é dependente da pulsatilidade do FSH na sua fase final
do crescimento (BAIRD & McNEILLY, 1981). O foliculo dominante de uma onda
sera o foliculo ovulatorio, se conseguir estabelecer uma cascata endécrina com o
LH, que acarretara no pico pré-ovulatorio de LH. Caso ndo aconteca, ele entrara em
atresia, enquanto emerge outra onda folicular (GINTHER et al., 1996).

A respeito das ondas intermediarias durante o ciclo estral, é sustentado que
a dominancia ndo esta presente, porgue as mesmas possuem aporte gonadotrofico
inadequado, ou seja, quantidades insuficientes de LH (RUBIANES, 2000b).

O padrao de crescimento folicular em ovelhas parece ser mais dinamico e
menos pronunciado que na vaca (SIROIS & FORTUNE, 1990; SAVIO et al., 1993)
sendo que a taxa de ovulacdo € mais alta na espécie ovina (DRIANCOURT et al.,
1991; DRIANCOURT, 1994). O ovario da ovelha contém de 100 a 400 foliculos que
crescem em cada ciclo, de os quais 10 a 40 séo visiveis na superficie do ovario
(McNATTY et al., 1982).

2.5. Sincronizacéao e Inducéo do Estro e da Ovulacéo e Superestimulacao

Biotécnicas como a inducao e sincronizacdo do estro em ovinos vém sendo
bastante utilizadas, em consequéncia de proporcionarem cada vez mais a atividade
reprodutiva (SAFDARIAN et al.,, 2006) mesmo durante os periodos de anestro
sazonal e lactacional (GUIDO et al., 1999; AMORIM et al., 2007; GdeNICOLO et al.,
2007). Os métodos mais utilizados para a sincronizacao do estro e estimulacdo do
crescimento folicular em pequenos ruminantes envolvem prostaglandinas (WEEMS
et al., 2006; URIBE-VELASQUEZ et al., 2008a;), progesterona e/ou progestagenos
e a administracéo intramuscular de eCG (LOPEZ-SEBASTIAN et al., 2007; HOLTZ
et al., 2008; URIBE-VELASQUEZ et al., 2008b)
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Grande melhoria em programas de superovulacdo tem sido observada nas
Gltimas trés décadas pela substituicdo do eCG por preparados de FSH geralmente
de origem ovina, suina e caprina (ARMSTRONG & EVANS, 1983; JABBOUR &
EVANS, 1991). Com este horménio se obtém taxas de ovulagbes superiores e
menor incidéncia de foliculos anovulatérios, além de resposta individual mais
uniforme quando comparado aos tratamentos com eCG (ARMSTRONG & EVANS,
1983)

A resposta ovariana de ovelhas varia com o tipo e dispositivo intravaginal e o
tipo e progestagenos utilizados (ROMANO, 1996). A sincronizag&o do ciclo estral ou
a inducdo do estro em ovelhas em anestro tem sido realizada com o uso de
esponjas intravaginais impregnadas com progestagenos (Acetato de
medroxiprogesterona — MAP ou acetato de fluorogestona — FGA) por 12 a 14 dias
(IIDA et al., 2004; ZELEKE et al, 2005).

Outro tipo de dispositivo encontrado no mercado é o CIDR (“Controlled
Internal Drug Release”), o qual libera progesterona natural (P4) gradativamente
através da mucosa vaginal para a corrente sanguinea do animal (RUBIANES,
2000).

A inducdo e a sincronizacdo do estro sdo importantes e até mesmo
indispensaveis quando sao empregados em sistemas intensivos de producdo ou
guando se deseja a quebra da estacionalidade reprodutiva em algumas racas, bem
como na utilizacdo da inseminacdo artificial em momento prefixado. Dentre os
diversos processos e protocolos existentes deve-se considerar a estacionalidade
reprodutiva dos ovinos, uma vez que, dependendo da época do ano, sera peculiar a
técnica a ser empregada (MORAES et al., 2008).

2.5.1.Prostaglandinas
O uso das prostaglandinas (PGs) € uma alternativa para a sincronizacédo dos
estros, importante na formacéo de sistemas simples e de curta duracéo. A PGF.a é

o fator luteolitico em ruminantes (GINTHER et al., 2009), que induz a regressao do
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corpo lateo atraves da interrupgdo da fase progestacional do ciclo estral, iniciando,
assim um novo ciclo (HACKETT & ROBERTSON, 1980; HERRERA et al., 1990)

Durante a estacdo reprodutiva, a sincronizacdo de estro em ovinos e
caprinos pode ser empregada com o uso de prostaglandina F,a (PGF.a), em dose
Gnica ou duas doses com um intervalo de 10 dias (FONSECA et al.,2003,
FONSECA, 2006; GONZALES-BULNES et al.,2005), induzindo a regresséo do
corpo luteo (CL) ( McCRACKEN et al., 1972). O encurtamento desse intervalo para
7 dias tem apresentado melhores resultados. Isto é possivel porque a segunda
dose de PGF,a é administrada no quinto dia do ciclo estral. Nesse periodo, os
foliculos dominantes da primeira onda folicular ainda estdo em fase de crescimento
e 0s corpos luteos ja estdo responsivos a acdo da PGF,a (HACKETT &
ROBERTSON, 1980; NAASZ & SLYTER, 1987; RUBIANES et al.,2003;
MENCHACA & RUBIANES, 2004).

No caso de duas aplicacdes, a utilizacdo ou ndo do estro apds a primeira
aplicacao é facultativa. Apos a segunda dose, ha um maior percentual de animais
em estro (FONSECA et al., 2003; FONSECA, 2006). Também pode ser feita a
associacdo de prostaglandina com o0s dispositivos intravaginais contendo
progestagenos ou progesterona (FONSECA et al., 2004).

2.5.2. Progestagenos e Dispositivos Intravaginais

O nome progestageno € utilizado para substancias farmacoldgicas de efeito
similar a progesterona (P4). O progestdgeno é utilizado para inibir o
desenvolvimento de um corpo lateo em fémeas que ovularam recentemente
(préximo a data da colocacédo do dispositivo com progestageno) ou inibir a ovulacéo
caso a fémea esteja no fim do ciclo estral (ODDE, 1990). Ou seja, se 0
progestageno for colocado por 12 ou 14 dias, faz com que ocorra a regressao do
corpo luteo, mas o estro e a ovulacdo vao se manifestar apenas quando a P4
exdgena for removida (CASTONGUAY et al., 1990).

O pré-tratamento com progesterona previne a lutedlise, diminuindo os niveis

de receptores de ocitocina no endométrio. Nas ovelhas em anestro, causa uma
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reducdo da sensibilidade uterina ao estradiol no inicio do diestro (VALLET et al.,
1990) permitindo a manutencdo do corpo Iluteo (BEARD & HUNTER, 1996). O
pré-tratamento com progesterona retarda a onda de LH permitindo uma adequada
maturacdo do foliculo ovulatério e subseqiente funcdo normal do corpo ldteo
(KEISLER & KIESLER, 1983).

Mais comumente sdo utilizadas esponjas impregnadas com acetato de
fluorogestona (FGA) (FREITAS et al., 1996), ou acetato de medroxiprogesterona
(MAP) (ROBINSON, et al., 1967), implantes auriculares de norgestomet (FREITAS
et al., 1997), administracdes orais diarias de MAP (GOSWANI et al., 1998), bem
como o CIDR®, um dispositivo intravaginal liberador de progesterona natural, com
custo superior ao da esponja. Este produto pode ser reutilizado apés higienizacao

ao término do tratamento de curta duracdo (RUBIANES et al., 2000a).

2.5.3. Gonadotrofina coridnica eqiina (eCG)

O hormodnio eCG, apresenta uma dupla atividade (LH e FSH) e sua meia-
vida é bastante longa (120 horas), por consequéncia da sua cadeia polissacaridica,
gue a mantém na circulagdo (COMBARNOUS, 1993)

O eCG muitas vezes é utilizado em protocolos hormonais com associacéo
da P4, que pode ser utilizado tanto na estagédo reprodutiva quanto fora dela, para
estimular o crescimento folicular (EVANS & ROBINSON, 1980; EVANS &
MAXWELL, 1987; RUBIANES et al., 1998). Os protocolos desenvolvidos
recomendam manter o dispositivo vaginal de P4 por periodos de doze a quatorze
dias. Esses protocolos resultam em altas taxas de indugdo de estros nos animais
tratados, porém com baixa fertilidade. Isso ocorre porque o tempo de manutencao
do dispositivo gera um excessivo periodo de crescimento do foliculo e,
consequentemente, o envelhecimento do odcito (VINOLES et al., 2001). Ademais, o
uso excessivo de hormdnios eCG pode provocar a producdo de anticorpos anti-
eCG, o que acarreta na diminuicdo da eficiéncia do tratamento hormonal (BARIL et
al., 1996).
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2.5.4. Horménio foliculo estimulante (FSH)

Técnicas que utilizam aplicagbes de FSH sdo mais eficientes comparadas
com aquelas que utilizam eCG (ARMSTRONG et al,1983; SENTHILKUMAR et
al.,1999). Assim, melhorias em programas de superovulacdo tem sido observadas
nas ultimas trés décadas pela substituicdo do eCG por preparados de FSH
geralmente de origem suina, ovina e caprina (ARMSTRONG & EVANS, 1983;
JABBOUR & EVANS, 1991).

As dosagens variam em funcéo da espécie (ovelha ou cabra), estacéo, raca
e peso corporal (LOI et al., 1988; COGNIE et al., 2003; CORDEIRO et al., 2003),
mas os melhores resultados sao alcancados quando o tratamento inicia-se 48 horas
antes da retirada do prostageno, com aplicacdes de FSH a cada 12 horas (COGNIE
et al., 2003)de 6 a 8 injecbes em doses decrescentes (HOFFMAN et al., 1988),
durante 3 - 4 dias (LOPEZ SEBASTIAN et al., 1991; COGNIE, 1999).

2.6. Tratamentos Hormonais e o Pico de LH

Para a utilizacdo das biotecnologias da reproducdo, como a inseminacéo
artificial e a transferéncia de embribes, deve-se conhecer a relagao entre o inicio do
estro, 0 pico pré-ovulatério do hormdénio luteinizante (LH) e a ovulagdo, ja que o
inicio do estro € um dos melhores parametros para prever 0 momento em que
ocorrerd a ovulacdo (SILVA &NUNES, 1984)

A utilizacao de tratamentos hormonais para a superestimulacéo folicular pode
provocar alteracdes ovarianas ou enddcrinas (KAFI & MCGOWAN, 1997). Essas
alteracdes vao refletir principalmente no desenvolvimento folicular pré-ovulatorio
(ROBINSON et al., 1968) ou em eventos endocrinos como o padrao de pulsatilidade
e a ocorréncia do pico de LH (BEVERS, et al., 1989; BEN JEBARA et al.,1994;
D'OCCHIO et al., 1999). Estes efeitos sobre a liberacdo do horménio luteinizante
(LH) em padrdes normais ou o desenvolvimento folicular induzido pelos tratamentos
hormonais podem provocar uma diminuicdo no numero e na qualidade dos
embribes recuperados. Os possiveis mecanismos podem estar relacionados a
alterac6es da maturacao dos oécitos (MOOR et al., 1985; HYTTEL et al., 1991), na
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ovulacdo (KAFI & MCGOWAN, 1997), no transporte de espermatozolides e
fertilizacdo dos odcitos (HYTTEL et al., 1991) e no desenvolvimento embrionéario
(HUNTER, 1988).

Tais fatos interferem no processo de ovulacdo de modo a induzir falhas como
foliculos anovulatérios (BEVERS et al., 1989) e luteinizados (MONNIAUX et al.,
1983). Ovwvulagbes prematuras (DRIANCOURT & FRY 1992), tardias ou
assincroénicas (COGNIE et al., 2003) também tém sido descritas como resultado da
superestimulacdo gonadotréfica. Estes acontecimentos causam subsequentes
falhas de fecundacdo, devido a presenca de o00citos ou espermatozoides
envelhecidos no momento da fecundagédo (JABBOUR & EVANS, 1991). Desta
forma, observa-se reducao na eficiéncia destes protocolos, relacionadas ao niumero
de embribes transferiveis (COGNIE et al., 2003).

Intervalos entre o comportamento de estro, pico de LH e ovulacdo também
podem ser afetados em tratamentos hormonais. Assim a investigacdo do momento
do pico pré-ovulatorio de LH € um dos melhores parametros para prever o tempo da
ovulacédo, pois o intervalo entre a ocorréncia do pico de LH e a ovulacao € bastante
constante para as varias espécies domésticas (MAUREL & COMBARNOUS, 1994).



14

3. OBJETIVOS
Os objetivos do presente trabalho foram:
> Verificar o0 momento e a amplitude do pico pré-ovulatério de LH em
ovelhas superestimuladas nos diferentes periodos (transi¢ao, ciclicidade e anestro);

> Relacionar o momento do pico pré-ovulatério de LH e inicio do estro;
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. HIPOTESE

A superestimulacdo na primeira ou ultima onda folicular nos periodos de
ciclicidade, transicdo ou anestro afetam o momento e amplitude do pico pré-

ovulatorio de LH
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. Localizagdo e Caracterizacdo da Area

O experimento foi realizado no Campus da Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, localizada
no Municipio de Jaboticabal (21°15'17" latitude sul e 48°19'20" longitude oeste),
estado de S&o Paulo, Brasil, onde o clima de acordo com a classificacao de
Kdeppen é inverno seco e verdo Umido, com médias térmicas anuais de 22°C.
Entre os meses de outubro e margco ocorrem muitas chuvas e também altas

temperaturas, e o periodo de seca € de maio a agosto.

5.2. Animais e grupos

Todos os animais foram mantidos em sistema intensivo de produc¢éo, sendo
alimentados com silagem de milho, onde tiveram acesso ad libitum a agua e sal
mineral.

Foram utilizadas 60 ovelhas da raga Santa Inés (20 ovelhas por estagao),
nado prenhes e néo lactantes. Foram selecionadas fémeas com peso entre
39,54+5,51 e com escore 3tl1l, como sugerido por RUSSEL et al. (1969) e
consideradas higidas apés um exame clinico geral e controle de verminose, aptas a
reproducao apos exame ginecoldgico dos 6rgaos reprodutivos.

As ovelhas de cada estacdo foram divididas aleatoriamente em dois grupos
gue receberam concomitantemente tratamentos superovulatérios distintos, iniciados
na primeira e Ultima ondas foliculares. O mesmo foi repetido nas estacdes: anestro
(julho a novembro/2010); transicao (dezembro/2010 a fevereiro/2011) e; ciclicidade
(marcgo a junho/2011;Tabela 1).
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Tabela 1 - Grupos experimentais preconizados para tratamentos de superovulacao
e colheita de embrides em ovelhas da raca Santa Inés.

Grupos Tratamentos Periodo estacional

Anestro (n=10)
Transi¢cao (n=10)
Ciclicidade(n=10)

Protocolo de primeira

POF onda folicular

. Anestro (n=10)
UOF Protocolo de ultima onda Transicao (n=10)

folicular Ciclicidade(n=10)

n= numeros de animais por grupos
POF= primeira onda folicular; UOF= ultima onda folicular

5.3. Tratamento Hormonal.

Os protocolos utilizados no presente trabalho basearam-se em um estudo
preliminar da dindmica folicular em protocolos base para superovulacdo em ovelhas
da raca Santa Inés (OLIVEIRA, 2011). Os dias de inicio dos tratamentos
gonadotréficos foram definidos de acordo com as emergéncias das ondas
foliculares.

As fémeas do grupo tratado com o protocolo de superestimulacéo iniciado na
primeira onda tiveram o estro sincronizado com a insercdo de um dispositivo
intravaginal de progesterona (Eazi- Breed CIDR™ - Controlled Internal Drug
Release, Pfizer, Nova Zelandia) e administracdo de 37,5 pug de D- Cloprostenol
(Prolise™, Tecnopec, ARCA S. R. L., Argentina), IM, em um dia aleatério do ciclo
estral (D0). O dispositivo permaneceu até o Dia 6 (Anestro e transi¢cdo) ou até o Dia
8 (Ciclicidade) do protocolo. O tratamento superestimulatério com FSHp
(Folltropin™, Tecnopec, Bioniche A. H. C. Inc.,Canada) foi iniciado no Dia 4
(anestro e transicdo) ou Dia 6 (ciclicidade) e consistiu na administracdo de 200 mg
do hormdnio em oito doses decrescentes (40,40,30,30,20,20,10,10mg) a intervalos
de 12 horas. Na retirada do dispositivo, independentemente da estacéo, as fémeas
deste grupo receberam 37,5 pg de D- Cloprostenol (Prolise™, Tecnopec, ARCA S.
R. L., Argentina), e 300Ul eCG (Novormon 5000™, Shering-Plough S. A., Syntex

S.A., Argentina) administrado via intramuscular. (Figura 1)
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Grupo Primeira Onda-Estacao de anestro e Transi¢ao

PGF2a FSHp (200mg)

! b &b bk

CIDR™ -Progesterona

DO D4 D5 D6 D7
300UleCG+PGF2a

Grupo Primeira Onda-Estacao de Ciclicidade

PGF2a
FSHp (200mg)

J bk vk o

CIDR™ -Progesterona

DO D6 D7 D8 D9

T

300UleCG+PGF2a

Figura 1 - Esquema dos protocolos hormonais destinados a superovulacdo da
primeira onda folicular.
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As fémeas do grupo tratado pelo protocolo de superestimulag&o iniciado
proximo a ultima onda folicular receberam em um dia aleatério (DO) dispositivo
intravaginal de progesterona (Eazi- Breed CIDR™ - Controlled Internal Drug
Release, Pfizer, Nova Zelandia). Concomitantemente a esta colocacéo, foi aplicada
37,5 pg de D- Cloprostenol (Prolise™, Tecnopec, ARCA S. R. L., Argentina) por via
intramuscular. Os dispositivos permaneceram por periodos distintos entre as
estacdes: doze (anestro e transicdo) ou treze dias (ciclicidade). No periodo de
transicao, o dispositivo foi substituido por um novo no Dia 7, o qual permaneceu até
completar o periodo total descrito (Dia 12). Na retirada do dispositivo,
independentemente da estacdo, as fémeas deste grupo receberam 37,5 pug de D-
Cloprostenol (Prolise™, Tecnopec, ARCA S. R. L., Argentina), e 300Ul eCG
(Novormon 5000™  Shering-Plough S. A., Syntex S.A., Argentina) administrado via
intramuscular. O tratamento superestimulatério (Folltropin™, Tecnopec, Bioniche A.
H. C. Inc., Canada) consistiu na administracdo de 200 mg de FSHp em oito doses
decrescentes (40,40,30,30,20,20,10,10) a intervalos de 12 horas iniciada nos dias

10 (anestro e transicao) ou 11 (ciclicidade) do protocolo (Figura 2).
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Grupo Ultima Onda-Estac¢éao de anestro
PGF2a FSHp (200mg)

v-b bbd b dd

CIDR™ -Progesterona

DO D10 D11 01% D13

300UleCG+PGF2a

Grupo Ultima Onda-Estac¢éao de Transicao

iGFZa FSHp (200mg) |
CIDR™ - CIDR™ -
Progesterona Progesterona |
I
DO D7 D10 D11 D12 D13

300UleCG+PGF2a
Grupo Ultima Onda-Estacdo de Ciclicidade

PGF20r FSHp (200mg)
bl ]l L
CIDR™ -Progesterona
DO D11 D12 D13 D14

)

300UleCG+PGF2a

Figura 2- Esquema dos protocolos hormonais destinados a superovulacéo da ultima
onda folicular
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5.4. Detecc¢ao do Estro

A deteccao do estro foi realizada ao final dos tratamentos com progesterona,
ou seja, apos a retirada dos dispositivos vaginais — CIDR. Os machos (rufido)
tiveram o peitoral manchados, utilizando graxa colorida. A identificacdo das fémeas
em estro foi monitorada trés vezes ao dia, durante 63 horas, detectando assim o

momento inicial do estro.

5.5. Ovulacgéo

A ovulacdo foi detectada pela auséncia do(s) foliculo(s) dominante(s)
detectados por exames anteriores e confirmados pela presenca do(s) corpo(s)
luteo(s), apos a remocao do dispositivo intravaginal de progesterona. Os exames
ultrassonograficos foram realizados com intervalos de 8 horas durante 72 horas.

Em sintese, as observacdes foram conduzidas com a fémea em posicéo
guadrupedal, tendo a parede abdominal comprimida, para facilitar a visualizagéo do
Utero e ovarios. Utilizou-se equipamento de ultrassom®, em modo-B tempo real,
contendo transdutor linear multifrequencial (6 e 8 MHz). Um tubo de plastico
ligeiramente curvado (comprimento 30 cm) foi fixado ao cabo do transdutor para
permitir sua manipulacéo externamente. Apés deposicdo do gel® sobre o transdutor,
este foi introduzido no reto com a superficie de contato posicionada
perpendicularmente a parede abdominal. Quando a bexiga urinaria e cornos
uterinos foram localizados, o transdutor foi lentamente rotacionado para esquerda e

direita a fim de se observar os ovarios e suas estruturas (OLIVEIRA, 2011).

5.6. Colheitas de sangue

As colheitas de sangue foram realizadas com intervalos de 3 horas, iniciando
24 horas ap6s a retirada do dispositivo intra-vaginal, independentemente do
tratamento ou estagdo, totalizando 63 horas. Foi realizada a pungao da veia jugular

! Ultra-som, Aquila, Pie Medical, Holanda

2 Gel a base de carboxi-metil-celulose, Gerbras, Latino Quimica Antex, Argentina
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com seringas contendo heparina. Imediatamente apds a colheita, o material foi
centrifugado a 2000 x g por 15 minutos, em temperatura de 4°C. O plasma obtido

foi aliguotado em duplicatas, devidamente identificadas e armazenadas a -20°C.

5.7. Dosagem de LH

As aliquotas de plasma congeladas foram destinadas a dosagem de LH no
departamento de apoio, producdo e saude animal da Faculdade de Medicina
Veterinaria da Universidade Estadual Paulista (UNESP), Campus de Aracatuba
(CENEN: AP0887). O método utilizado foi o de radioimunoensaio (RIA) de duplo
anticorpo para a dosagem de LH bovino, conforme metodologia descrita por BOLT,
SCOTT E KIRACOFE (1990). O primeiro anticorpo utilizado foi o NIDDK-anti-o-LH-
1. Foram utilizados conjuntos de reagentes desenvolvidos para avaliacédo
quantitativa da amostragem de LH, sem qualquer tipo de extragdo quimica ou

processo de purificacéo, valendo-se do I'*

, como elemento radioativo tragador.
5.8. Analise estatistica

A analise dos dados foi realizada com auxilio do software Statistical Analysis
System (SAS™), por analise de variancia (ANOVA) usando o procedimento General
Linear Models (GLM). As médias foram comparadas pelo teste de Kruskal-Wallis
(P<0,05) e confirmadas pelo teste de Tukey. Os percentuais foram analisados pelo

teste de Qui-quadrado.
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6. RESULTADO

6.1. Momento do estro

A manifestacdo do estro nas ovelhas superovuladas, na primeira ou ultima
onda folicular, durante os periodos de anestro ou transicdo ou ciclicidade foi
observada em todos os animais. O intervalo entre a retirada do dispositivo
intravaginal de progesterona e o inicio do estro ndo diferiu entre os grupos de
primeira ou ultima onda (p>0,05) e nem entre os periodos estacionais, anestro,
transicional e ciclicidade (p>0,05). Os valores médios do tempo para o inicio da
manifestacdo do estro apOs a retirada do dispositivo de progesterona estédo

apresentados na tabela 2.

Tabela 2 - Valores médios (xS.E.M.) para o intervalo entre o final dos protocolos de
superovulacao (retirada do dispositivo intravaginal- CIDR) e 0 momento
do inicio do estro de acordo com 0s grupos e periodos estacionais.

Inicio do estro apos retirada

do CIDR Anestro Transicao Ciclicidade
Primeira Onda Folicular 18,00+2,00 19,80+1,56 20,40+0,98
Ultima Onda Folicular 19,20+1,95 19,80+1,58 20,40+0,98

P>0,05 entre grupos dentro de periodos estacionais.

O intervalo de inicio do estro apdés remocdo do implante de progesterona
entre as ovelhas foi avaliado com 12, 18 e 24 horas. A distribuicdo dos animais

quanto a este momento esta expressa na figura 3
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Figura 3 — Distribuicdo do numero de ovelhas que apresentaram o inicio do estro
apos a retirada do dispositivo intravaginal (CIDR) nos diferentes grupos e
periodos estacionais.

6.2. Ovulacéao

O numero médio de ovulacdes e a taxa de ovulacéo nas ovelhas submetidas
a superovulacdo com FSH na primeira onda folicular ou ultima onda folicular
durante os periodos de anestro, transicdo ou ciclicidade estdo apresentados nas
tabelas 3, 4 e 5.

A variacao individual dos animais quanto ao numero de ovulacdes ficou bem
marcante neste experimento, onde em um animal foi ausente e o maior niumero de

ovulacdes, observado no grupo de animais durante o periodo de ciclicidade.

Tabela 3 - indices da ovulagcdo em ovelhas Santa Inés tratadas com protocolos de
superovulacdo iniciados proximo a emergéncia da primeira e ultima
ondas foliculares do tratamento, no periodo de anestro.

Anestro
Primeira Onda Folicular Ultima Onda Folicular
Média Valores Média Valores
Variaveis Min Max Min  Max P
N° de Ovulagbes 12,40+0,95 9 17 12,60+1,87 4 26 0,63

Taxa de
ovulacao (%)
P>0,05

89,20+4,15 61 100 83,50+6,17 35 120 0,13
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Tabela 4 - indices da ovulagcio em ovelhas Santa Inés tratadas com protocolos de
superovulacdo iniciados proximo a emergéncia da primeira e Ultima
ondas foliculares do tratamento, no periodo de Transicao.

Transicao
Primeira Onda Folicular Ultima Onda Folicular
Média Valores Média Valores
Variaveis Min Max Min  Max P
N° de OvulagBes 13,10+ 2,31 6 26 14,00+1,85 7 25 0,99
Taxa de 90,80 £3,19 67 100 93,10+2,25 80 100 0,85
ovulacao (%)

P>0,05

Tabela 5 - indices da ovulagdo em ovelhas Santa Inés tratadas com protocolos de
superovulacao iniciados proximo a emergéncia da primeira e Ultima
ondas foliculares do tratamento, no periodo de Ciclicidade.

Ciclicidade
Primeira Onda Folicular Ultima Onda Folicular
Média Valores Média Valores
Variaveis Min Max Min  Max P

N° de Ovulagdes 17,00 +2,31 11 34 12,50+2,62 0 29 0,03

Taxa de 97,90+1,45 87 100 8855+445 60 100 0,04
ovulacéo (%)

P>0,05

6.3. Momento do pico pré-ovulatério de LH
O Momento do pico pré-ovulatorio de LH ocorreu entre 24 a 48 horas apos a
retirada do implante vaginal. Assim, o0 momento do pico pré-ovulatorio, entre 0s

tratamentos de superovulagéo n&o diferiu entre os grupos (P>0,05; Tabela 6).

Tabela 6 - Valores médios (+S.E.M.) para o momento do pico pré-ovulatério de LH,
em horas, em relacéo a retirada do dispositivo intravaginal —CIDR.

Anestro Transicao Ciclicidade
POF UOF POF UOF POF UOF

Momento
Pico de LH 30,30+1,57 29,60+1,62 33,00+1,54 33,33+1,20 31,20+0,91 31,50+1,43

(h)
P>0,05;
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O intervalo entre o inicio do estro e o pico pré-ovulatério de LH das ovelhas
superovuladas com FSH, na primeira e ultima onda folicular, no periodo de anestro
ou transicdo ou ciclicidade foram similares (P>0,05; Tabela 7), entretanto os
animais em anestro de ultima onda folicular apresentaram o intervalo menor

(7,40+1,78) do que os demais grupos e periodos.

Tabela 7 - Valores médios (xS.E.M.) do intervalo entre a manifestagdo do estro e
pico pré-ovulatorio de LH em horas, em relacdo a retirada do dispositivo
intravaginal —CIDR.

Anestro Transicao Ciclicidade
POF UOF POF UOF POF UOF
Intervalo
entre
estro e 12,3¥1,78 7,40+1,78 13,20+£1,55 13,53+1,39 10,8+0,94 11,10+1,20
pico de
LH
P>0,05;

6.4. Amplitude do pico pré-ovulatorio de LH

As variacOes séricas de LH nas 63 horas ap0s a remoc¢do do dispositivo
intravaginal de P4 estdo apresentadas para os grupos tratados com os protocolos
de superovulagdo iniciados préximo a emergéncia da primeira e Ultima onda
folicular de acordo com os periodos estacionais estédo representados nas Figuras 4,
56,7,8e09.
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Figura 4 — Perfil sérico de Hormonio Luteinizante (LH) em ovelhas da raca Santa
Inés submetidas a protocolo de superovulagdo iniciado préximo a
emergéncia da primeira onda folicular no periodo de anestro.
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Figura 5 — Perfil sérico de Hormonio Luteinizante (LH) em ovelhas da raca Santa
Inés submetidas a protocolo de superovulagdo iniciado préximo a
emergéncia da ultima onda folicular no periodo de anestro.
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Figura 6 — Perfil sérico de Hormonio Luteinizante (LH) em ovelhas da raca Santa
Inés submetidas a protocolo de superovulagdo iniciado proximo a
emergéncia da primeira onda folicular no periodo de transicao.
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Figura 7 — Perfil sérico de Hormonio Luteinizante (LH) em ovelhas da raca Santa
Inés submetidas a protocolo de superovulacdo iniciado proximo a
emergéncia da ultima onda folicular no periodo de transicao.
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Figura 8 — Perfil sérico de Hormonio Luteinizante (LH) em ovelhas da raca Santa
Inés submetidas a protocolo de superovulagdo iniciado proximo a
emergéncia da primeira onda folicular no periodo de ciclicidade.
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Figura 9 — Perfil sérico de Hormonio Luteinizante (LH) em ovelhas da raca Santa
Inés submetidas a protocolo de superovulacdo iniciado proximo a
emergéncia da ultima onda folicular no periodo de ciclicidade.
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Conforme o observado na analise dos dados, a amplitude do pico pré-
ovulatério de LH varia entre os periodos estacionais de 8,10+0,40 a 11,02+0,53
(Tabela 8), para anestro com estimulacdo da primeira onda folicular e ciclicidade
com estimulacéo da ultima onda folicular, respectivamente.

Na analise do efeito do periodo estacional dentro de cada grupo verifica-se
gue para o grupo POF a amplitude do LH foi menor nos grupos de anestro e
transicdo, comparado ao grupo de ultima onda folicular. Entretanto no periodo
estacional de ciclicidade o grupo de POF foi de amplitude maior (P<0,05), conforme
apresentado na tabela 8.

A amplitude média do pico pré-ovulatorio de LH, no presente estudo, foi de
9,33+3,80 (média total).

Tabela 8 - Valores médios (xS.E.M.) da amplitude do pico pré-ovulatorio de LH em
ng/ml, em horas, em relacdo a retirada do dispositivo intravaginal —
CIDR.

Anestro Transicao Ciclicidade

POF UOF POF UOF POF UOF

Amplitude do pico

de LH 8,10+0,40° 8,60£0,94% 8,30+0,52% 9,20+0,62° 11,02+0,53° 10,7620,57%

®Letras diferem entre si na mesma linha (dentro de grupo, entre periodos estacionais; P<0,05);
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7. DISCUSSAO

O inicio do estro nos animais estimulados com FSH para superovulacdo na
primeira e ultima onda folicular, nos diferentes periodos estacionais: anestro,
transicao e ciclicidade avaliado entre 12 a 24 horas apos a remocéao do implante de
progesterona foram muito proximos, com médias entre 18,00 e 20,40 horas,
diferentemente do observado por SIMONETTI et al. 2008; VEIGA-LOPEZ et al;
2008; SIDDIQUI et al; 2010, entre 18 a 42 horas, em ovelhas lanadas. Esta
concentracdo no momento do inicio da manifestacdo do estro € um fator importante
para 0 momento da Inseminagc&o ou cobertura e colheita dos embriGes. Auxiliando
nos desafios dos programas de multipla ovulagéo e transferéncia de embribes em
ovinos, como no decréscimo da frequéncia de foliculos anovulatérios ou ovulacdes
prematuras, aumentando a eficiéncia dessa biotecnia e consequentemente
permitindo o melhor momento do uso da inseminagéo artificial.

No periodo de ciclicidade, os animais superestimulados no iniciado da
primeira onda folicular apresentaram maior nimero de ovulacfes (17,00) e maior
taxa de ovulacbes que os demais tratamentos (97,9 %). Certamente por
apresentarem foliculos grandes (=6mm), e com maior frequéncia entre as ovelhas
(Oliveira, 2011), consequentemente maior concentracdo de LH pré-ovulatorio.
Acredita-se que a condicao folicular presente no inicio do protocolo superovulatério
tenha interferido na resposta ao tratamento. A superestimulacdo com FSH iniciada
na auséncia de um foliculo dominante tem resultado em melhores taxas de
recrutamento folicular e ovulagdo (RUBIANES et al., 1995; 1997; GONZALEZ-
BULNES et al., 2002; OLIVEIRA, 2011). No presente estudo, ndo garantiu em todos
0s animais a auséncia de foliculos dominantes, mesmo iniciados com tratamentos
gue utilizam a gonadotrofina proximo as emergéncias de ondas foliculares.

Embora o intervalo de tempo entre o inicio do estro e o pico de LH nao diferiu
entre os grupos em estudo e periodos estacionais, em todos os grupos, o inicio do
estro foi seguido pelo aparecimento do pico pré-ovulatério de LH. Estudos
demonstraram atraso no surgimento do pico pré-ovulatério de LH, quando no

protocolo hormonal ndo é incluso o uso de eCG, assim deve-se levar em
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consideracdo o tipo de protocolo utilizado, jA& que no programa de inseminagao
artificial as ovelhas que n&o receberam o eCG devem ser inseminadas mais tarde
(SIMONETTI et al. 2008). Em todos os tratamentos, o intervalo entre o inicio do
estro e o pico de LH foi semelhante a relatada por JABBOUR E EVANS (1991) e
SIMONETTI et al. (2008).

A superestimulacdo da primeira onda folicular para o periodo de ciclicidade
apresentou a melhor amplitude do pico pré-ovulatorio de LH (11,02+0,53 ng/mL).
Consequentemente levou a maior numero medio de ovulagbes e aumento na taxa
de ovulacdo. No presente experimento, as amplitudes médias dos picos de LH ndo
apresentaram valores tao elevados. Esse fato pode ter ocorrido pela utilizagdo de
diferentes protocolos ja que os mesmos foram preconizados com base em um
estudo preliminar da dinamica folicular dos animais que foram submetidos a
superovulacdo (OLIVEIRA, 2011). Por outro lado, os valores observados indicam
que tratamentos com o FSH induzem maior amplitude de LH pré-ovulatério. Essa
maior amplitude no pico de LH foi observada nos animais que apresentavam
ciclicidade e na primeira ou ultima onda folicular, condizente com o observado por
OLIVEIRA, 2011.
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. CONCLUSAO

Os resultados obtidos nas condi¢gdes do presente estudo permitiram concluir que:

- A superestimulacéo teve influéncia no pico pré-ovulatério de LH, com melhores
resultados para o grupo de primeira onda folicular no periodo de Ciclicidade.

- O momento do pico pré-ovulatério de LH nédo diferiu para os grupos e nem
periodos estacionais.

- A amplitude do pico pré-ovulatorio de LH mostrou melhores indices apenas para o
grupo de primeira onda folicular no periodo de ciclicidade.

-O nimero médio e a taxa de ovulagbes foram melhores para o grupo de primeira

onda folicular no periodo de ciclicidade.
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