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RESUMO

BROGNI, CLAUDIO FRANCISCO. DINAMICA FOLICULAR EM OVELHAS
LEITEIRAS, MANIPULACAO DO CICLO ESTRAL E SUAS RESPOSTAS. 2022. 60 f.
Tese em Ciéncia Animal - Area de concentracio: Reprodugdo Animal - Universidade do Estado
de Santa Catarina. Programa de P6s-Graduagdo em Ciéncia Animal, Lages, SC 2022.

Ovelhas leiteiras apresentam diferentes caracteristicas reprodutivas, de acordo com a
sazonalidade e a dindmica ovariana desses animais é pouco conhecida. Desta forma € necessario
0 conhecimento e o entendimento da dindmica folicular ovariana destas ovelhas. Este projeto
teve por objetivos avaliar a dindmica folicular de ovelhas leiteiras, dentro e fora da estacédo
reprodutiva, bem como o efeito do emprego de duas concentracdes de progesterona (60 e
120mg) nos pessarios vaginais. No primeiro experimento, quarenta fémeas foram divididas em
dois grupos de vinte animais. Um grupo foi avaliado durante a estagdo reprodutiva e o outro
avaliado fora da estacdo reprodutiva. Em cada periodo, dez animais foram pré-sincronizados
com 60mg de progesterona, e outros dez com 120mg de progesterona. As fémeas foram
diariamente submetidas a exame ultrassonografico para mapear o desenvolvimento folicular. No
segundo experimento, quarenta fémeas foram utilizadas e distribuidas da mesma forma do
experimento 1, e as avaliacdes ocorreram durante a permanéncia do dispositivo de progesterona.
No terceiro experimento foram utilizadas fémeas em idade reprodutiva sendo 35 dentro da
estacdo reprodutiva e 34 fora da estacdo reprodutiva. Nesta fase foram avaliadas a taxa de
concepgdo, o tamanho do corpo luteo aos 30 dias de gestacdo e o nimero de cordeiros nascidos
por ovelha. Os dados qualitativos foram submetidos ao teste Qui quadrado e os demais dados
submetidos a analise de variancia do pacote estatistico SAS® a significancia de 5%. O momento
avaliado (dentro e fora da estacdo reprodutiva), bem como a concentragcdo de progesterona
empregada nos pessarios vaginais influenciaram a dinamica folicular. O experimento 1
demonstrou que na estacao reprodutiva, 0 numero de ovulagdes (1,35 vs 1,05), o didmetro do
foliculo ovulatério (5,97 vs 5,05), a fase lutea (11 vs 9,14 dias) e a durag&o do ciclo estral (16,83
vs 16,6 dias) foram maiores em relagdo a fora da estacao, respectivamente. Fora da estacéo, as
ovelhas nédo apresentaram corpo luteo, caracterizando o anestro sazonal. O experimento 2
demonstrou uma precoce regressdo (3,11 dias) do foliculo dominante com 120mg de
progesterona, na estagdo reprodutiva. Ja com 60mg de progesterona, mesmo na estacéo
reprodutiva, a regressdo ocorreu aos 4,40 dias. O periodo de ovulagdo, ap6s a remocdo do

pessario, ocorreu aproximadamente as 48 horas na estacdo e as 53 horas, fora da estacdo. No



experimento 3, maior taxa de concepgdo 71,4% (25/35) foi obtida na estacdo reprodutiva em
relacdo a fora da estacdo 50% (17/34). Pessarios com 120mg de progesterona aumentaram a
taxa de concepcdo fora da estacdo reprodutiva 58,8% (10/17) em relacdo com 41,2% (7/17)
com 60 mg. Houve maior numero de cordeiros nascidos por fémea na estacdo (2,32-58/35) em
relacdo a fora da estacéo (1,59-27/17). O CL gestacional aos 30 dias foi maior na estagdo. Os
dados permitem concluir que a dinamica folicular da ovelha leiteira, dentro da estagédo, tem
comportamento diferente de fora da estacdo, e que 0 aumento na concentracdo de progesterona
no dispositivo vaginal pode viabilizar os protocolos de inseminacéo/cobertura em tempo fixo

durante o periodo de anestro sazonal, otimizando a reprodugdo de ovelhas leiteiras.

Palavras-chave: Estro, Desenvolvimento folicular, Ultrassonografia, Estacdo Reprodutiva,

Implantes de progesterona.



ABSTRACT

BROGNI, CLAUDIO FRANCISCO. FOLLICULAR DYNAMICS IN DAIRY EWES,
MANIPULATION OF THE ESTRAL CYCLE AND THEIR RESPONSES. 2022. 60 f. Thesis
in Animal Science - Area of concentration: Animal Reproduction - Santa Catarina State
University. Animal Science Postgraduate Program, Lages, SC 2022.

Dairy sheep have different reproductive characteristics, according to seasonality and the ovarian
dynamics of these animals is poorly understood. Thus, it is necessary to know and understand
the ovarian follicular dynamics of these sheep. This project aimed to evaluate the follicular
dynamics of dairy ewes, inside and outside the breeding season, as well as the effect of the use
of two concentrations of progesterone (60 and 120mg) in vaginal pessaries. In the first
experiment, forty females were divided into two groups of twenty animals. One group was
evaluated during the breeding season and the other was evaluated outside the breeding season.
In each period, ten animals were pre-synchronized with 60mg of progesterone, and another ten
with 120mg of progesterone. Females were daily submitted to ultrasound examination to map
follicular development. In the second experiment, forty females were used and distributed in
the same way as in experiment 1, and the evaluations took place during the permanence of the
progesterone device. In the third experiment, females of reproductive age were used, 35 within
the breeding season and 34 outside the breeding season. In this phase, the conception rate, the
size of the corpus luteum at 30 days of gestation and the number of lambs born per ewe were
evaluated. Qualitative data were submitted to the Chi-square test and the other data were
submitted to analysis of variance of the SAS® statistical package at a significance level of 5%.
The time evaluated (inside and outside the breeding season), as well as the concentration of
progesterone used in the vaginal pessaries, influenced the follicular dynamics. Experiment 1
showed that in the breeding season, the number of ovulations (1.35 vs 1.05), the diameter of
the ovulatory follicle (5.97 vs 5.05), the luteal phase (11 vs 9.14 days) and the duration of the
estrous cycle (16.83 vs 16.6 days) were longer compared to the off-season, respectively. Out of
season, ewes did not present a corpus luteum, characterizing seasonal anestrus. Experiment 2
demonstrated an early regression (3.11 days) of the dominant follicle with 120mg of
progesterone, in the breeding season. With 60mg of progesterone, even in the breeding season,
regression occurred at 4.40 days. The period of ovulation, after the removal of the pessary,
occurred at approximately 48 hours in the season and at 53 hours outside the season. In

experiment 3, a higher conception rate 71.4% (25/35) was obtained in the breeding season



compared to the off-season 50% (17/34). Pessaries with 120mg of progesterone increased the
conception rate outside the breeding season by 58.8% (10/17) compared to 41.2% (7/17) with
60mg. There was a greater number of lambs born per female in season (2.32-58/35) compared
to out of season (1.59-27/17). Gestational CL at 30 days was higher in the season. The data
allow us to conclude that the follicular dynamics of the dairy ewe, inside the season, has a
different behavior from outside the season, and that the increase in the concentration of
progesterone in the vaginal device can make viable the insemination/covering protocols at a

fixed time during the period of seasonal anestrus, optimizing the reproduction of dairy sheep.

Keywords: Estrous cycle, Follicular development, Ultrasonography, Reproductive season,

Progesterone implants.
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1 INTRODUCAO

A sazonalidade na reproducdo € um processo fisiologico adaptativo dos animais para
proporcionar nascimentos em épocas com oferta de alimento e condi¢des adequadas de clima,
aumentando assim a possibilidade de sobrevivéncia dos filhotes (VALENTIM et al., 2006).
Com a domesticacdo, muitas espécies, como 0s bovinos e suinos, perderam esta capacidade
adaptativa. Todavia, em ovinos, especialmente aqueles originarios de maiores latitudes, esta
caracteristica permaneceu. Em funcéo da duracdo da gestacdo, a sazonalidade reprodutiva dos
ovinos foi adaptada para que a atividade sexual tenha inicio com a reducdo da luminosidade
(FONSECA, 2006), permitindo o nascimento dos cordeiros em um periodo primaveril, com
condi¢des mais favoraveis para sua sobrevivéncia. A sazonalidade reprodutiva das ovelhas é
regida pela melatonina, que é produzida e liberada no periodo noturno, possibilitando que o
animal consiga determinar a duracdo do periodo de luz, a cada dia (SRINIVASAN et al., 2009).
No entanto, a adaptacdo evolutiva possibilitou uma significativa variacdo na estacionalidade
reprodutiva da espécie ovina, em fun¢do da raca e das caracteristicas produtivas dos animais.
Em ovelhas com aptiddo para producado de &, esta sazonalidade € bem marcada, enquanto nas
racas com aptiddo para carne, a sazonalidade € menos acentuada. J& nas ragas deslanadas,
praticamente n&o ocorre a sazonalidade reprodutiva. Embora seja bem conhecido o comportamento
reprodutivo de ovelhas especializadas na producdo de 1a, de carne e mesmo das ovelhas
deslanadas, sdo escassas as informacdesa respeito do comportamento reprodutivo de ovelhas de
racas leiteiras. Considerando que a producdo de leite ovino € um mercado atrativo, porém que
exige uma constante e homogenea producéo de leite ao longo do ano, existe a necessidade do
entendimento do comportamento reprodutivo destes animais, principalmente pelo
conhecimento da sua dindmica de crescimento folicular dentro e fora da estacdo reprodutiva.

No Sul do Brasil, especialmente em Santa Catarina, a ovinocultura leiteira tem
experimentado um acentuado crescimento. Em funcéo disso, tem aumentado a demanda por
tecnologias que possibilitem o acasalamento ao longo de todo o ano, para manter constante a
producdo de leite e melhorar as taxas de prenhez dos rebanhos.

O conhecimento da dindmica folicular em ovelhas leiteiras podera permitir o uso de
protocolos hormonais que possibilitem a otimizacdo dos parametros, buscando a sincronizagéo
de cios e adequadas taxas de gestacdo, independente da estacdo reprodutiva, possibilitando
assim uma distribuicdo homogénea de partos ao longo do ano e por consequéncia, uma

homogénea producéo de leite ao longo do tempo, aumentando a viabilidade do negdcio.
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Desta forma, este estudo buscou conhecer a dindmica folicular em ovelhas leiteiras,
dentro e fora da estagéo reprodutiva, utilizando baixa (60mg) ou alta (120mg) concentragéo de

progesterona na sincronizacdo dos cios, bem como sua influéncia na fertilidade.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A ovinocultura vive uma estagnacdo econémica, em funcdo de nao ter uma escala de
producdo competitiva que mantenha constante e padronizado o fornecimento de carne e
principalmente de leite. Desta forma, é necessario buscar alternativas que permitam que 0s
animais possam produzir o ano todo, dando importancia para a atividade no cenario catarinense.
O processo adaptativo da reproducdo dos mamiferos selvagens e domésticos € caracterizado
por periodos alternados de inatividade e ciclicidade reprodutiva. Essa condicdo esta
correlacionada as mudancas nas esta¢fes do ano, gestacdo, lactagdo e no inicio da puberdade
dos animais (VALENTIM et al., 2006). Essencialmente, esse mecanismo procura ajustar 0s
momentos em que as necessidades energéticas dos animais sdo maiores (fase final do
desenvolvimento fetal, fase inicial da lactacdo e desenvolvimento da cria) ao periodo do ano
em que as condi¢cBes climaticas e a disponibilidade de alimentos sdo mais favoraveis.
Entretanto, essa estacionalidade reprodutiva acaba por concentrar os partos num periodo curto,
conferindo assim, vantagem na luta pela preservacdo das espécies, principalmente das que sao
alvo de predacdo, como é o caso da espécie ovina (VALENTIM et al., 2006). Os ovinos sdo
considerados poliéstricos sazonais de dias curtos, ou seja, apresentam um padrdo sazonal de
reproducdo, em época do ano no qual o nimero de horas-luz do dia € menor (ZIEBA et al.,
2011), permanecendo em anestro no restante do periodo. Este efeito é definido primeiramente
pela latitude e em segundo lugar pela raca (FONSECA, 2006). O local de criacdo desses
animais, no que diz respeito a disposicdo geografica e de latitude, influenciam diretamente a
atividade reprodutiva da especie. Ovinos originarios de regides temperadas ou frias, tem uma
marcante sazonalidade (VALENTIM et al., 2006), com diminuicdo da atividade reprodutiva no
periodo do outono e do inverno, periodos de menor incidéncia luminosa (AZEVEDO et al.,
2008). Ja os animais originarios ou localizados em regifes proximas da linha do equador, a
estacionalidade reprodutiva ndo é tdo marcante, principalmente em animais deslanados
(HAFEZ & HAFEZ, 2004). A duracéo da estacao reprodutiva € inversa a latitude, sendo maior
guando a latitude é menor (LEBOEUF et al., 2000), desta forma, maiores latitudes causam
marcada estacionalidade em pequenos ruminantes. No hemisfério Sul, independente da

especializacdo de producgédo ou raca, a estacionalidade reprodutiva dos ovinos ocorre entre 0s
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meses de marco a maio, ou mais especificamente, no outono (BICUDO et al., 2005). Entretanto,
ndo somente a baixa luminosidade faz com que se tenha estacionalidade na atividade
reprodutiva das fémeas ovinas, mas também a falta de alimentos e temperaturas altas restringem
a atividade sexual, podendo afetar a atividade reprodutiva durante alguns meses do ano
(HAFEZ & HAFEZ, 2004). O fotoperiodo afeta diretamente a atividade reprodutiva dos ovinos,
através do sistema neuroenddcrino, e indiretamente através da disponibilidade de alimentos
(VALENTIM et al., 2006). A glandula pineal que produz o hormoénio melatonina (MACCHI &
BRUCE, 2004), que é secretado de forma ritmica durante a noite (THIERY et al., 2002; HAFEZ
& HAFEZ, 2004) é produzido em maior concentracdo nos periodos de menor duragdo da luz
do dia (AZEVEDO et al., 2008), sendo a responsavel pela estacio de monta nos ovinos. A retina
que capta a luz, transmite por via nervosa até a glandula pineal, estimulando a secrecdo de
melatonina. Este hormoénio é produzido seguindo um ritmo enddgeno, sincronizado pelo
fotoperiodo e pela acdo diaria da luz (VALENTIM et al., 2006). Quando os dias comecam a ter
menos horas de luz, a exposi¢do dos animais a melatonina aumenta, sinalizando a estagdo do
ano e o comeco das descargas hormonais (SRINIVASAN et al., 2009). Embora a melatonina
atue em varios niveis do eixo reprodutivo, sua acdo principal ocorre no sistema nervoso central,
relacionado a modificacdes da frequéncia de liberacdo de GnRH e LH (VALENTIM et al.,
2006). Assim, estes acabam manifestando atividade reprodutiva, apenas na época do ano em
gue o numero de horas luz dos dias estdo diminuidas (OLIVEIRA, 2012). Durante a estacdo
reprodutiva dos ovinos, a reducdo da luminosidade diaria estimula uma maior producdo e
secrecdo de melatonina pela glandula pineal, elevando a producdo de gonadotrofinas pela
hipofise. A utilizacdo de melatonina exdgena, através de implantes, comprovam que em animais
no anestro podem induzir atividade reprodutiva (VALENTIM et al., 2006).

Além desta sazonalidade reprodutiva bem marcante, podemos encontrar outros
problemas relacionados as biotécnicas utilizadas no manejo reprodutivo das ovelhas, como por
exemplo, os distintos resultados alcancados com as diversas formas de inseminacdo. Nas
ovelhas é possivel realizar inseminacdo das seguintes maneiras: através do método vaginal,
intracervical, transcervical e por laparoscopia. As duas primeiras sO apresentam taxas de
prenhez aceitaveis com o emprego de sémen a fresco ou refrigerado (CSEH et al., 2012), devido
a dificuldade de migracdo espermatica causada por alteracdes decorrentes da criopreservacéo,
associado a condicdo anatdbmica da cérvix ovina. O local da inseminacdo tem um efeito
importante sobre a prenhez, com maiores taxas obtidas com a inseminagé&o por laparoscopia ou
transcervical (WULSTER-RADCLIFFE et al., 2004). A Unica metodologia aplicada com

sémen congelado em grande escala é por laparoscopia, porém ainda é cara e necessita de méo
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de obra mais tecnificada (HALBERT et al., 1990). A coleta e transferéncia de embrides, pode
ser feita pela via transcervical, porém isso ndo acontece em escala comercial devido a limitagdo
anatdmica da cérvix (FONSECA et al., 2013; FONSECA et al., 2016). A técnica transcervical
é limitada devido a disposicao dos anéis cervicais, o qual geralmente impossibilita a passagem
do aplicador de sémen até chegar no corpo do Utero na inseminacéo artificial (EVANS et al.,
1987), limitando a difuséo da técnica de 1A e também na inovulacéo de embriGes (AUDICANA
etal., 1998).

Em condicBes naturais, ovelhas leiteiras apresentam sazonalidade reprodutiva,
determinando que a producdo de leite fique concentrada em época reduzida do ano. Associado
a essa sazonalidade, ainda é observada uma grande variagdo na janela de ovulacdo (CUMMING
etal., 1971), principalmente quando se usa apenas analogos da PGF2a como indutores de estro
(VILARINO et al., 2017), dificultando o ajuste do melhor momento da inseminacéo e/ou
cobertura. O uso de um protocolo de sincronizacdo que possibilite concentrar 0 momento da
ovulagdo em ovelhas, permitindo assim que o encontro de gametas ocorra N0 momento mais
adequado, € sem duvida uma ferramenta muito importante. A sincronizacao de cio e de ovulagédo
mais utilizada em ovelhas tem por base o uso progestageno intravaginal por um periodo de 12-
14 dias, seguida de administracdo de eCG, no momento da retirada do implante
(MARTEMUCCI & ALESSANDRO, 2010). No inicio do uso desses protocolos o uso da
gonadotrofina foi ajustado por BOLAND et al. (1981) de 250 a 750 Ul conforme época do ano,
raca do animal e a idade. Este protocolo se tornou muito utilizado antes dos anos 90, quando
ndo se tinha conhecimento sobre a dinamica folicular em (MENCHACA & RUBIANES, 2004).
A partir dos primeiros estudos, de dindmica folicular foi possivel ajustar as doses e o periodo
de permanéncia do dispositivo intravaginal, e nos dias atuais o protocolo padréo usado € aquele
com seis dias de permanéncia do dispositivo, reduzindo o aparecimento de vaginites e
otimizando o manejo de coberturas dentro da propriedade.

A funcéo folicular tem sido estudada em ovinos, embora a descri¢do dos padrdes de
desenvolvimento folicular nessa espécie tenha apresentado controvérsias nos primeiros estudos.
Alguns autores descreveram o crescimento folicular como continuo e independente do estagio
do ciclo estral (HUTCHINSON E ROBERTSON, 1966; SCHRICK et al., 1993; LOPEZ-
SEBASTIAN etal., 1997), ja outros estudos demonstraram um padréo de ondas (NOEEL et al.,
1993; RAVINDRA et al., 1994; GINTHER et al.,1995; BARTLEWSKI et al., 1998).
Atualmente, existe um consenso geral que une os dois pontos de vista, que se baseia na alta
variabilidade no numero de foliculos que se desenvolvem em cada onda e no grande nimero de

ondas em cada ciclo estral (EVANS, 2003). Dessa forma, foliculos >5 mmde diametro exibem



20

um padrdo de crescimento semelhante, enquanto foliculos menores que 4mm crescem
aleatoriamente dentro de cada onda (GINTHER et al., 1995; SOUZA et al., 1996).

Com o dominio da técnica de avaliacdo da dinamica folicular em ovinos (GINTHER et
al., 1995;BARTLEWSKI et al., 1998), através do mapeamento ovariano por ultrassonografia,
foi possivel a obtengdo de conhecimentos mais concretos sobre o funcionamento da dinamica
ovariana, em cada situacdo (MENCHACA & RUBIANES, 2004). Com a avaliacéo folicular foi
possivel demonstrar que apds o tratamento com PGF2a, ocorre uma dispersao no estro e na
ovulacdo, demostrando que o uso isolado de PGF2a ndo ¢ eficaz para controlar o
desenvolvimento folicular (VINOLES & RUBIANES, 1998; BARRETT et al., 2004,
RUBIANES & MENCHACA, 2003a, 2003b). Com o uso da ultrassonografia, foi demonstrado
gue em ovelhas a emergéncia da onda folicular ocorre aproximadamente a cada 5 dias (EVANS,
2003) e que o corpo luteo ja é sensivel a PGF2a aos trés dias apds a ovulacdo (RUBIANES E
MENCHACA, 2003a; 2003b).

A ultrassonografia possibilitou também o acompanhamento do momento da emergéncia
da onda, o crescimento folicular e a ovulacdo (BROGNI & SOUZA, 2021), contrastando com
os trabalhos anteriores, que realizavam avaliacdes de ovario empregando a laparoscopia ou
laparotomia, em momentos pontuais (BOSCOS et al., 2002; BRAND & JONG, 1973;
DRIANCOURT et al., 1985; NOEL et al.,1993). Além disso, outras técnicas podem ser
associadas para melhor entendimento do que é observado na ultrassonografia, demonstrando se
um cisto ovariano é funcional ou afuncional, se o foliculo esta liberando ou ndo estrégeno, ou
até mesmo a real concentracdo hormonal plasmatica, apés a aplicacdo de hormoénios exdgenos
(WU et al., 2009).

A dominancia folicular em ovelhas é diferenciada, apresentando padrbes de
crescimentos variados. Foliculos menores que 4mm, crescem de forma aleatoria, podendo
aparecer em nimero variado e de varias maneiras durante as ondas de crescimento folicular em
um ciclo estral. Ja foliculos maiores do que 5mm tem padrdes de crescimento modulado, ou
seja, aparecem menos dispersos durante um ciclo estral e de forma mais concentrada
(GONZALEZ-BULNES & VEIGA-LOPEZ, 2005). Os foliculos pré-ovulatorios de cada onda
secretam elevada quantidade de inibina A e estradiol, causando a reducdo da concentragéo de
FSH e a atresia de foliculos menores (BAIRD, 1983). O mecanismo de dominancia folicular em
ovinos e caprinos é diferente daquele observado em vacas (GINTHER et al., 1989; MIURA,
2019), nas quais se tem o conhecimento que o foliculo dominante inibe o crescimento de outros
foliculos no ovério (FORTUNE, 1994). Na ovelha, o foliculo dominante evita sua prépria
regressao, ao mudar sua dependéncia de FSH para LH (CAMPBELL et al., 1995). O foliculopre-
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ovulatério inibe o crescimento de outros foliculos presentes nos ovarios no momento da
emergéncia. Entretanto, o surgimento de novos foliculos € seja reduzido porem ndo € inibido,
embora seu crescimento subsequente seja suprimido (GONZALEZ-BULNES et al., 2001;
2004). Na fase latea do crescimento folicular, padrbes diferentes sdo encontrados nos ovarios
de ovelhas. Quando asconcentracdes de LH permanecem baixas, os foliculos tornam-se
criticamente dependente do FSH, sem que seja estabelecida uma dominéncia. Esta diminuigéo
de LH, explica os efeitos supressores da progesterona do corpo Iuteo nos foliculos dominantes
em ovelhas (ADAMS, 1999). Ha uma falta de dominéancia durante a fase lGtea do ciclo estral
ovino até a lutedlise, quando a secrecdo de LH aumenta por um incremento na secrecao de
estradiol pelos foliculos pré-ovulatérios(BAIRD, 1983), determinando que a dominancia se
torne evidente (LOPEZ-SEBASTIAN et al., 1999). Baixos niveis de progesterona sérica
aumentam a frequéncia de pulsos de LH, que por sua vez aumenta o tamanho do foliculo maior
e realiza o feedback positivo do estradiol com o eixo GnRH e LH. Ja concentracGes sub-luteais
de progesterona aumentam os pulsos de LH, mas ndo o suficiente para que 0 pico ocorra,
determinando a persisténcia do foliculo e prolongando a dominancia (MENCHACA &
RUBIANES, 2004).

A manipulagdo do ciclo estral em ovinos é feita principalmente através do uso de
progestagenos e, na maioria das vezes, isso é feito sem o conhecimento prévio de qual fase do
ciclo estral a ovelha se encontra. Assim, com o emprego de implantes na presenca de um corpo
luteo (CL), a concentracdo de progesterona ficaria aumentada e na auséncia do CL, ficaria
proporcionalmente reduzida. A atividade e a vida til dos grandes foliculos sdo encurtadas
quando o implante de progesterona é aplicado na presenca de um corpo liteo e € aumentada na
auséncia de um corpo lateo (RUBIANES et al., 1996). A persisténcia destes foliculos
dominantes pode levar ao envelhecimento destes foliculos,diminuindo a fertilidade e o sucesso
em programas de sincronizacgdo do ciclo estral em ovinos. Uma alternativa para impedir a
ovulacgéo de foliculos velhos de ondas foliculares anteriores, seria 0 emprego de maiores doses
de progesterona, que causaria a atresia destes foliculos antigos, permitindo a ovulacdo apenas
de foliculos recentes, da Gltima onda folicular (BARTLEWSKI et al., 2017). Em programa de
coleta de embrides ovinos foi observada uma melhora na taxa de fertilizag&do e uma melhora na
qualidade dos embrides com o emprego de dose elevada, contendo 30mg de acetato de
fluorogestona (FGA) + 400mg de progesterona (SCUDAMORE et al., 1992), indicando que
foliculos da ultima onda foram ovulados, os quais estariam melhorando essas taxas.

Com base nesse conjunto de ferramentas, associado ao entendimento da dindmica

folicular pode haver um significativo incremento nos resultados reprodutivos em ovelhas
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leiteiras através do conhecimento da dindmica folicular em ovelhas leiteiras bem como

conhecendo a resposta desse crescimento folicular baseado em aplicagdo hormonal exdgena.

3 HIPOTESES

A dindmica folicular de ovelhas leiteiras na estacdo reprodutiva € diferente daquela
existente fora da estacéo;

« O emprego de pessarios com alta concentracdo de progesterona possibilita a atresia
de foliculos dominantes antigos, permitindo a ovulacdo apenas de foliculos recentes, da nova
onda folicular;

 Pessarios com elevada concentracdo de progesterona possibilitam reduzir o tempo de

sua manutencao, desta forma encurtando os protocolos de cobertura em tempo fixo.

4 OBJETIVO GERAL

» Mapear a dindmica folicular em ovelhas leiteiras, dentro e fora da estagdo

reprodutiva.

4.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

« Mapear a dindmica de desenvolvimento folicular, durante o periodo de um ciclo
estral, em ovelhas leiteiras, empregando 60 ou 120mg de progesterona, dentro e fora da
estacdo reprodutiva;

 Auvaliar a manipulacéo do ciclo estral com emprego de pessarios vaginais contendo
baixa (60mg) e alta (120mg) concentracdo de progesterona;

« Definir um protocolo de sincronizacao do ciclo estral em ovelhas leiteiras, para ser

empregado dentro e fora da estagdo reprodutiva.

5 METODOLOGIA

5.1 SELECAO DOS ANIMAIS

Foram utilizadas fémeas ovinas leiteiras, predominantemente da raca Lacaune,

multiparas, higidas, adultas em idade reprodutiva, em 6timo escore corporal, classificadas como
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3 emumaescala de 1 a5, sendo 1 animal extremamente magro e 5 obeso. Os animais recebiam
concentrado a base de milho, soja e ndcleo mineral a 0,5% do PV, mais sal mineral para ovinos
a vontade, além de pastejo de Pennisetum clandestinum Hochst (Capim-quicuio) e de Cynodon
spp (Tifton-85) e a4gua ad libitum. O experimento foi conduzido em Lages/SC com latitude 27°
48' 58" S e longitude 50° 19' 34" W. Esse trabalho foi aprovado junto ao comité de ética do
CAV-UDESC o nimero 8167261118.

5.2 AVALIACAO ULTRASSONOGRAFICA

As fémeas ovinas foram submetidas ao acompanhamento ultrassonogréafico diério,
durante o periodo de um ciclo estral, que durou cerca de 17 dias. O experimento foi conduzido
dentro da estacdo reprodutiva nos meses de abril/maio e replicado fora da estacéo reprodutiva,
em outubro/novembro. O acompanhamento em tempo real da dinamica folicular, foi realizado
através de observacOes ultrassonogréaficas, realizadas a partir do inicio do ciclo estral até a
préxima ovulacao.

Para determinar o inicio do estro, os animais foram pré-sincronizados com pessarios
vaginais a base de medroxiprogesterona, em duas concentracbes (60mg) ou (120mg). Os
pessarios foram confecionados com tamp@es vaginais humanos OB®, impregnados com
medroxiprogesterona dissolvida em alcool 92GL. Foram utilizados tampdes de tamanho grande
para ovelhas e de tamanho médio para cordeiras. Utilizou-se um protocolo curto, com
permanéncia dos pessarios intravaginais por seis dias. No momento da retirada foi aplicado
prostaglandina e gonadotrofina coridnica equina (eCG).

O acompanhamento ultrassonografico foi realizado a partir do momento da retirada do
pessario vaginal. Com a aproximacao do periodo de ovulacéo, o intervalo das observacdes foi
encurtado para 8 horas, permitindo a avaliagdo do momento mais proximo da ovulagdo. A
ovulagdo foi definida pela auséncia do foliculo dominante detectado nos exames
ultrassonografico anteriores.

As fémeas foram manejadas em posic¢ao quadrupedal ou em elevagdo (figura 1), com a
parede abdominal comprimida, técnicas estas usadas para facilitar a visualiza¢éo do Utero e dos
ovarios. O equipamento de ultrassom (Mindray/DP50) foi utilizado em modo-B tempo real,
utilizando transdutor linear retal com frequéncias variando entre 6 e 8,5MHz, acoplado a um
tubo de plastico ligeiramente curvado (medindo 30cm de comprimento) para permitir sua

manipulagdo externamente.
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O procedimento era iniciado com a remocao das fezes do reto, seguido da deposicao de
gel lubrificante no interior do conduto retal e sobre o transdutor, com o objetivo de evitar lesdes
e melhorar o contato do transdutor com as estruturas internas. Para localizar os ovarios, algumas
manobras foram necessarias. Quando a bexiga urinéria era identificada, os cornos uterinos eram
localizados lateralmente. Desta forma, rotacionando o transdutor para esquerda e para a direita,
eram observados 0s ovarios e suas estruturas. Cada avaliacdo ultrassonogréfica de cada ovario
foi registrada em uma ficha individual existente para cada fémea. As imagens obtidas tambem

foram gravadas, permitindo a posterior conferéncia das dimensdes e localizacbes de cada

estrutura, de cada ovario e em cada momento avaliado.

Figura 2: Estruturas ovarianas, foliculo dominante (1) e corpo luteo (seta). Fonte: Proprio autor
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Para o estabelecimento da dindmica folicular, alguns parametros de analise foram adotados.

e A onda folicular foi identificada como um grupo de foliculos que crescem a partir
de 2 ou 3mm, sendo que um ou mais atingiram seu didmetro maximo;

e O dia da emergéncia foi considerado quando o maior foliculo, ainda com 2 ou
3mm, foi identificado pela primeira vez;

e Odiametro maximo folicular foi obtido daquele foliculo que excedeu o tamanho dos
demais, na mesma onda. Quando mais de um foliculo alcangcou 0 mesmo didmetro maximo,
aquele que atingiu primeiro este diametro, foi considerado o foliculo de diametro maximo da
onda;

e O dia da obtencéo do didmetro maximo, foi aquele dia em que o foliculo atingiu
seu maior diametro;

e A fase de crescimento folicular foi definida como o tempo necessario para que o
foliculo de maior didmetro crescesse desde seu menor didmetro observado;

e A fase de regressdo foi definida como o tempo necessario para que o foliculo de
maior didmetro reduzisse o seu tamanho até o seu menor didmetro;

e A fase estatica foi considerada como sendo o tempo decorrido desde que o foliculo
atingiu seu maior didmetro, no final da fase de crescimento, até o inicio da fase de regresséo;

e Ataxade crescimento foi considerada como a diferenca (mm/dia) entre o diametro
maximo e minimo, do maior foliculo, dividido pela duracdo do seu crescimento;

e Ataxade regressdo (mm/dia) foi calculada pela diferenca entre o didmetro maximo

e minimo, do maior foliculo, dividido pela duracdo de seu periodo de regressao (dias);

Para a onda ovulatoria, além das variaveis descritas, foram computadas:

e O didmetro ovulatério, que é a medida obtida na Gltima mensuragdo do foliculo,
antes da ovulacao;

e O numero de ovulages, avaliadas como simples, duplas ou triplas por ciclo;

e O numero de ovulagdes nos ovarios direito e/ou esquerdo;

Com relagdo ao ciclo estral foram tabulados os parametros referentes:

e Intervalo entre as ondas foliculares e 0 niUmero de ondas;

e A duracdo do ciclo estral;
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e Na anélise da populagdo folicular os foliculos foram agrupados pelo tamanho,
sendo: pequenos (2 - 3,4mm), médios (3,5 — 4,9mm) e grandes (> 5mm),

e A duragédo da fase folicular (dias) foi calculada a partir do momento em que o CL
desapareceu, até o aparecimento do proximo CL;

Com relacao aos corpos lateos foram computados:

e O diado volume maximo;

e O diadoinicio da possivel observacdo por US e o Gltimo dia desta observacéo;

e As dimensdes dos CLs provenientes de multiplas ovulagbes (2 e 3) e com
ovulacgdo simples;

e A duracdo da fase lutea foi calculada a partir do aparecimento do CL até o dia do
seu desaparecimento.

e O tamanho do CL aos 30 dias apds a cobertura nos animais com gestacao

confirmada.

Com relacdo a taxa de concepgéo e nascimentos:
e Numero de ovelhas prenhes em relagdo ao total de ovelhas encarneiradas;

e Numero de cordeiros nascidos vivos por fémea parida.

5.3 EXPERIMENTO 1 — DINAMICA FOLICULAR DENTRO E FORA DA ESTACAO

No primeiro experimento foram utilizadas 40 fémeas multiparas, que foram divididas
em dois grupos de 10 animais em cada estacdo. Dois grupos foram avaliados nos meses de
outubro- novembro (fora da estacéo) e os outros dois grupos avaliados em abril-maio (dentro
da estacdo). As ovelhas foram pré-sincronizadas com pessarios de 60mg ou 120mg de
progesterona, associado a uma dose de 400Ul de eCG e 75 pg de cloprostenol de sodio, no dia
da retirada do implante (sexto dia). A avaliacéo ultrassonografica foi iniciada 24 horas apos a

retira dos implantes, prosseguindo até a ovulagéo seguinte.

5.4 EXPERIMENTO 2 — MANIPULACAO DO CICLO ESTRAL

No segundo experimento foram utilizadas 40 fémeas multiparas, divididas em dois

grupos de 10 animais em cada estacdo, sendo dois grupos avaliados nos meses de outubro-
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novembro (fora da estagdo) e os outros dois grupos avaliados em abril-maio (dentro da
estacdo). As fémeas foram submetidas a protocolos de manipulacéo de ciclo estral com o uso
de pessarios vaginais contendo alta (120mg) e baixa (60mg) concentracdo de progesterona,
com o dispositivo permanecendo por um periodo de seis dias. No momento da retirada do
pessario vaginal foi aplicado uma dose de 400Ul de eCG e 75 pg de cloprostenol de sédio. As
avaliacOes da dinamica folicular foram efetuadas desde 0 momento da inser¢éo do dispositivo

de medroxiprogesterona até a ovulacdo, apos a retirada do mesmo.

5.5 EXPERIMENTO 3 — TAXA DE CONCEPCAOQ

No terceiro experimento foram utilizadas 69 fémeas adultas e borregas em idade
reprodutiva, divididas em grupos homogéneos, sendo que dentro da estacéo se utilizou 35 fémeas
e fora da estacdo 34 fémeas. Em cada estacdo as ovelhas foram divididas em dois grupos, sendo
que em um se utilizou pessarios com 60mg e no outro com 120mg de progesterona. O
encarneiramento foi realizado com base no momento da ovulacdo estabelecida pelos
experimentos 1 e 2, utilizando monta controlada com um carneiro de reconhecida fertilidade.
A confirmacdo da gestacgdo foi realizada pelo exame ultrassonografico transretal, realizado 30
dias ap6s a cobertura. Foram avaliadas e comparadas entre os dois grupos, a taxa de concepcao
nos dois protocolos, o nimero de cordeiros nascidos e o tamanho do corpo liteo aos 30 dias
apos cobertura. Também se avaliou o efeito da estacdo, o efeito da concentracdo de

progesterona e a interacdo entre esses fatores.

5.6 ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

Os dados qualitativos (taxa de concepcéo e nimero de cordeiros) foram submetidos ao
teste Qui Quadrado e os demais dados submetidos a analise de variancia, utilizando-se o
procedimento MIXED do pacote estatistico SAS®. Os dados foram previamente testados para
normalidade dos residuos pelo teste de Kolmogorov-Swirnov. As médias foram comparadas
pelo teste de Tukey, com nivel de significanciade 5%. O modelo estatistico usado incluiu como
variaveis explanatorias o efeito da estacdo, da concentragcdo de progesterona e da interagdo

entre esses.
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6 ARTIGO 1 — DINAMICA FOLICULAR EM OVELHAS LEITEIRAS DENTRO E
FORA DA ESTACAO REPRODUTIVA, EMPREGANDO ALTA OU BAIXA
CONCENTRACAO DE PROGESTERONA NA SINCRONIZACAO.

6.1 RESUMO

Background: Follicular dynamics is already studied in ewes, although with conflicting results,
initially. Currently, there is a consensus on the existence of high variation in the number of
follicles in each wave and a variability in the number of waves in each estrous cycle. However,
follicular dynamics in dairy ewes is still poorly understood. Considering that these animals
needed parturition throughout the year, this project aimed to evaluate, the follicular dynamics
of dairy ewes, inside and outside the breeding season. Additionally, it was evaluated the effect
of two progesterone concentrations (60 and 120mg) used in vaginal pessaries.

Materials, Methods & Results: The experiment was performed in April/May (breeding
season), and in October/November (out of season), using healthy multiparous dairy ewes,
predominantly of Lacaune breed, which were submitted to daily ultrasound examinations. In
the breeding season, the number of ovulations (1.35 vs 1.05), the diameter of the ovulatory
follicle (5.97 vs 5.05), the luteal phase (11 vs 9.14 days) and the duration of the estrous cycle
(16.83 vs 16.6 days) were higher compared to out of season, respectively. Out of the season
ewes do not shown corpus luteum, characterizing anestrous. The number of small follicles is
higher during season in first (4.42 vs 2.16), second (3.27 vs 2.08) and third (4.05 vs 2.08)
waves compared to out of season, respectively. In the fourth wave, a greater number of
medium follicles appear in the reproductive season (2 vs 1), evidencing higher ovarian activity.
Discussion: This is the first report characterizing ovarian follicular development in dairy ewes.
Even with a smaller duration of the follicular phase, the ovulatory follicle shown higher
diameter in the reproductive season, suggesting greater viability and quality of the ovulated
oocyte. Application of exogenous progesterone expand the luteal phase in the breeding season
(11 vs 9.14 days), evidencing that high progesterone concentrations delay luteolysis without
interfering with CL size. The anestrous observed out of the season suggests the need of higher
progesterone concentration in reproductive protocols. A greater number of small follicles (less
than 3.4 mm) were observed in the first, second and third follicular waves, in the reproductive
season, demonstrating a greater follicular recruitment in this period, possibly due to the higher
activity of circulating FSH in the reproductive season. Finally, the breeding season did not

change the time of ovulation, after ovulatory follicle emergence. Thus, it is possible to adapt
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reproductive protocols for different seasons, suggesting the use of vaginal pessaries with a
higher concentration of progesterone (120mg) outside the breeding season.
Key-words: Estrus, Follicular development, Ultrasonografy, Reprodutive season,

Progesteron implants, FTAI.

6.2 INTRODUCAO

A dindmica folicular vem sendo estudada em ovelhas, embora com controveérsias nos
trabalhos iniciais, que descreveram os padrdes de desenvolvimento folicular na espécie. Alguns
autores relatam um crescimento folicular continuo e independente do estagio do ciclo estral
(HUTCHINSON E ROBERTSON, 1966), enquanto outros descrevem um padrdo de
desenvolvimento em ondas (NOEL et al., 1993). Atualmente, existe um consenso unindo 0s
dois pontos de vista, 0 qual se baseia na alta variabilidade no nimero de foliculos em cada onda
e na grande variabilidade no nimero de ondas a cada ciclo estral (EVANS, 2003). Dessa forma,
foliculos >5 mm de didmetro exibem um padrdo de crescimento semelhante, enquanto foliculos
menores que 4 mm crescem aleatoriamente (SOUZA et al., 1996). Em ovelhas, a
ultrassonografia ovariana demonstrou que ocorre a emergéncia de onda folicular a cada 5 dias,
aproximadamente (EVANS, 2003) e que o corpo lateo ja ¢ sensivel a PGF2a aos 3 dias apés a
ovulacdo (RUBIANES & MENCHACA, 2003a), ja a dominancia folicular apresenta padrdes
de crescimentos variados. Foliculos menores que 4mm, crescem de forma aleatéria, podendo
aparecer em numero variado e de varias maneiras durante as ondas de crescimento folicular,
em um ciclo estral. Ja foliculos maiores de 5mm tem padrdes de crescimento em ondas, ou seja,
aparecem menos dispersos e de forma mais concentrada durante o ciclo estral (GONZALEZ-
BULNES & VEIGA-LOPEZ, 2005).

Os foliculos pré-ovulatérios de cada onda secretam elevada quantidade de inibina A e
estradiol, causando a reducédo da concentragdo de FSH e a atresia de foliculos menores (BAIRD,
1983). No entanto, o foliculo dominante evita sua propria regressao, ao mudar sua dependéncia
de FSH para LH (CAMPBELL et al., 1995). Embora os foliculos presentes nos ovarios no
momento da emergéncia sejam inibidos, ocorre o surgimento de novos foliculos no ovario,
porém seu crescimento subsequente € suprimido (GONZALEZ-BULNES et al., 2001). A fase
lutea interfere no crescimento folicular. Quando a concentracdo de LH é baixa, os foliculos
tornam-se criticamente dependentes do FSH, sem que seja estabelecida uma dominéncia. Esta
baixa concentracdo de LH explica os efeitos supressores da progesterona do corpo liteo nos
foliculos dominantes em ovelhas (ADAMS, 1999). Ha uma falta de dominancia durante a fase

lUtea, até a lutedlise, quando a secrecdo de LH aumenta por um incremento na secregédo de
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estradiol pelos foliculos pré-ovulatérios (BAIRD, 1983), determinando que a dominancia se
torne evidente (LOPEZ-SEBASTIAN et al., 1999). A permanéncia dos grandes foliculos é
encurtada quando se aplica um implante de progesterona na presenca de um corpo luteo e é
aumentada na auséncia de corpo luteo (RUBIANES et al., 1996). A persisténcia destes foliculos
dominantes ocasiona seu envelhecimento, reduzindo a fertilidade. A alternativa para impedir a
ovulacéo destes foliculos velhos é o emprego de doses elevadas de progesterona, que causaria
a atresia destes foliculos antigos, oportunizando que apenas foliculos da Gltima onda folicular
cheguem a ovulacdo (BARTLEWSKI et al., 2017).

Assim, o adequado entendimento da dinamica folicular podera possibilitar protocolos
que incrementem os indices reprodutivos em ovelhas leiteiras. Desta forma, este estudo teve
por objetivos caracterizar a dinamica folicular de ovelhas leiteiras, dentro e fora da estacdo
reprodutiva e adicionalmente avaliar o efeito do emprego de pessarios vaginais contendo alta

(120mg) ou baixa (60mg) concentracdo de progesterona na sincronizagdo dos cios.

6.3 MATERIAIS E METODOS

O experimento foi conduzido dentro da estagéo reprodutiva nos meses de abril/maio e
fora da estagdo em outubro/novembro, para determinar o comportamento folicular em cada

momento. Esse trabalho foi aprovado junto ao comité de ética sob o niUmero 8167261118.

6.3.1 Selecdo dos animais

Foram utilizadas fémeas ovinas leiteiras, predominantemente da raca Lacaune,
multiparas, higidas, adultas em idade reprodutiva, em 6timo escore corporal, classificadas
como 3 em uma escala de 1 a 5, sendo 1 animal extremamente magro e 5 obeso. Os animais
recebiam concentrado a base de milho, soja e nacleo mineral a 0,5% do PV, mais sal mineral
para ovinos a vontade, além de pastejo de Pennisetum clandestinum Hochst (Capim-quicuio)
e de Cynodon spp (Tifton-85) e agua ad libitum. O experimento foi conduzido em Lages/SC
com latitude 27° 48' 58" S e longitude 50° 19' 34" W. Esse trabalho foi aprovado junto ao
comité de ética do CAV-UDESC o numero 8167261118.

6.3.2 Avaliacao ultrassonografica
Para o exame, as fémeas foram manejadas em posic¢éo quadrupedal ou em elevagéo e
com a parede abdominal comprimida (BROGNI & SOUZA, 2021). O equipamento de
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ultrassom (Mindray/DP50) foi utilizado em modo-B tempo real, com transdutor linear retal com
frequéncias variando entre 6 e 8, 5MHz, acoplado a um tubo de plastico ligeiramente curvado
(medindo 30cm de comprimento), permitindo a manipulacdo externa. Inicialmente procedia-
se a remocao das fezes do reto, sequido da deposicdo de 5 a 10mL de gel no conduto retal e
sobre o transdutor.

As ovelhas foram submetidas ao acompanhamento ultrassonografico diério, durante o
periodo de um ciclo estral, aproximadamente 17 dias. As ultrassonografias foram realizadas
desde o inicio do ciclo estral, até a proxima ovulagéo.

Para determinar o inicio do ciclo estral, os animais foram pré-sincronizados com
pessarios vaginais a base de medroxiprogesterona, em duas concentragfes (60mg) ou (120mg),
mantidos por seis dias. No momento da retirada dos pessarios foi aplicado prostaglandina (75
ug de cloprostenol de sédio) e gonadotrofina coridnica equina eCG (400Ul) e a partir de entdo
as ultrassonografias foram realizadas diariamente. Com o aumento do didmetro folicular e a
proximidade da ovulagéo, as avaliagbes passaram a ser realizadas a cada 8 horas, permitindo
detectar 0 momento da ovulacdo. A ocorréncia da ovulacdo foi definida pela auséncia do
foliculo dominante detectado nos exames ultrassonografico anteriores, caracterizando entéo o
inicio do ciclo estral. Cada avaliagdo ultrassonografica de cada ovario foi registada em fichas
individuais e as imagens obtidas foram gravadas, permitindo a posterior conferéncia das

dimensoes e localizacdo de cada estrutura.

6.3.3 Andlise Estatistica dos Dados

Os dados foram submetidos a analise de variancia, utilizando-se o procedimento
MIXED do pacote estatistico SAS®. Os dados foram previamente testados para normalidade
dos residuos pelo teste de Kolmogorov-Swirnov. As médias foram comparadas pelo teste de
Tukey, com nivel de significancia de 5%. O modelo estatistico usado incluiu como variaveis

explanatorias o efeito da estacdo, da concentracéo de progesterona e da interacéo entre esses.

6.4 RESULTADOS

Como demonstrado na tabela 1, quando comparado apenas o periodo dos tratamentos,
verificou-se maior nimero de ovulagdes na estagéo (1,35), em relacdo a fora da estacéo (1,05).
Também foi observado maior didmetro médio dos foliculos na estagéo (5,97mm), em relacdo

a fora da estacéo (5,05mm). Ocorreu ainda uma variacao na duracgdo da fase lutea, que foi mais
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prolongada dentro da estacéo (11 dias), contra 9,14 dias fora da estacdo. Como consequéncia,
a duracgéo da fase folicular foi mais curta na estagédo (6,25 dias), contra 7,37 fora da estagéo.
Por fim, a duracéo do ciclo estral foi maior na estacédo (16,83 dias) em relacao ao periodo fora
da estacdo (16,60 dias). Ainda neste quesito, quando foi considerada a concentracdo de
progesterona empregada, verificou-se que a duragdo do ciclo estral na estacdo, com a
utilizag&o de 60mg progesterona (16,75 dias) foi semelhante a duragéo do ciclo fora da estagao,
independente da dose utilizada (Tabela 1). Nas avaliacGes realizadas fora da estacdo, as
ovelhas ndo apresentavam corpo luteo, caracterizando uma condi¢do de anestro. Quando
correlacionados os dois periodos (estagdo x fora da estacdo) e doses (120mg x 60mg) de
progesterona, foi observado efeito das doses para nimero de ovulagdes, didmetro do foliculo
ovulatorio, duracao da fase lutea, duracdo da fase folicular e duracdo total do ciclo estral
(Tabela 1).

Fora da estagdo, os grupos 60mg e 120mg apresentaram valores menores para numero
de ovulagdes, didametro do foliculo ovulatério, duragdo da fase litea e duracdo total do ciclo
estral, quando comparadas com as mesmas variaveis e doses na estacao reprodutiva. Como se
observa natabela 2, houve influéncia em uma série de quesitos, em funcéo dos tratamentos serem realizados
dentro ou fora da estacdo reprodutiva. O CL foi observado mais precocemente na estacéo (4,1
dias) em relagcdo a fora da estacdo reprodutiva (5,75 dias). O maior diametro do CL foi
observado aos 12,47 dias na estacdo, contra 10,55 dias fora da estacdo reprodutiva (Tabela 2).
Também houve variacdo em relagdo ao ultimo dia de observacdo do CL, que ocorreu com 14,31
dias na estagéo contra 12,40 dias, fora da estacéo reprodutiva.

Quando foi correlacionado os periodos de avalia¢cdes (estacdo x fora da estacdo) e doses
de progesterona (60mg x 120mg), observou-se diferencas para as mesmas variaveis acima
descritas, sendo que fora da estacdo, o CL foi inicialmente observado com 5,85 dias com 60mg
e 5,65 dias com 120mg de progesterona. J& na estacdo reprodutiva isto ocorreu mais
precocemente, com o CL inicialmente observado com 4,30 dias com 60mg e 4,40 dias com
120mg de progesterona (Tabela 2). O maior didmetro do CL também foi influenciado pelos
grupos (estacdo x fora da estagdo) e doses de progesterona (60 x 120mg). Na estacdo 0 maximo
didametro do CL ocorreu aos 12,50 dias com 60mg e aos 12,44 dias com 120mg. Ja fora da
estacdo o maximo didmetro do CL ocorreu mais precocemente, aos 10,57 dias com 60mg e
aos 10,53 dias com 120mg (Tabela 2). Finalmente, na estacao, o ltimo dia de observacéo do
CL foi mais tardio, ocorrendo aos 14,30 dias do ciclo, com 60mg e aos 14,33 dias com 120mg
de progesterona, contra 12,38 dias com 60mg e 12,42 dias com 120mg de progesterona, fora da

estacdo (Tabela 2).
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Em relagdo ao numero de foliculos que se desenvolvem no ovério, foi observado que
0 namero de foliculos menores que 3,4mm é maior dentro da estacdo, em relagdo ao periodo
fora da estacdo, tanto na primeira onda (4,42 versus 2,16), quanto na segunda (3,57 versus
2,08), na terceira onda (4,05 e 1,19) e na quarta onda (4,16 versus 2), respectivamente para
dentro e fora da estacdo. Ainda, na quarta onda, foi observado maior nimero de foliculos
médios (3,5-4,9mm), dentro da estacdo (dois), quando comparado ao periodo fora de estacéo
(apenas um). Foram observadas diferencas entre alguns parametros das distintas ondas e
periodos de avaliacdo (Tabela 3). Na primeira onda, o foliculo dominante alcangou seu
tamanho maximo aos 5,51 dias dentro da estacéo e aos 4,60 dias fora da estacdo. O mesmo foi
observado para o FD da quarta onda que alcangou seu tamanho maximo com 16,85 dias dentro
da estacao, contra 16,25 dias fora da estacéo.

O dia de emergéncia do foliculo de maior didametro ndo foi diferente na primeira,
segunda e terceira onda, dentro ou fora da estacdo. Porém, na quarta onda houve diferenca,
ocorrendo a emergéncia do foliculo ovulatério aos 13,16 dias dentro da estacdo, e aos 12 dias
fora da estacdo. Também foi observado diferenca no didmetro maximo do foliculo ovulatorio
da quarta onda, sendo maior dentro da estacdo (5,88mm) e menor fora da estacdo reprodutiva
(5,05mm).

Em relacdo a duracdo da fase estatica, houve diferenca na primeira onda, sendo que
dentro da estacdo essa fase durou 0,98 dias, contra 1,21 dias fora da estacdo. O mesmo foi
observado na quarta onda, onde a duracéo da fase estatica foi menor dentro da estacdo, com 0,80
dias, comparado com 1,16 dias fora da estacéo.

A fase de crescimento, que determina por quanto tempo o foliculo dominante de cada
onda ficou em crescimento, foi maior na terceira onda, onde o periodo de crescimento foi de
4,06 dias dentro da estacéo e 3,45 dias fora da estacéo.

Em relacdo a fase de regressdo, foi observado um periodo maior na primeira e na
segunda onda, dentro da estacéo, 3,18 e 3,43 dias, respectivamente, quando comparado com 0
periodo fora da estagédo, com 2,61 e 2,65 dias, respectivamente.

Em relacdo a taxa de crescimento, que relaciona quanto o foliculo dominante de cada
onda cresceu diariamente, foram observadas diferencas entre a primeira e segunda ondas na
estacdo, com valores menores (0,63 e 0,68mm/dia), em relacao ao periodo fora da estagéo (1,01
e 0,78mm/dia), respectivamente. Ja para a quarta onda foi observado o inverso, valores maiores
foram observados na esta¢do (1,25mm/dia), quando comparado ao periodo fora da estagéo
(0,87mm/dia). Na varidvel, intervalo entre ondas, ndo houve diferenca entre os periodos nas

diferentes ondas.
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Tabela 1- Valores medios + D.P. para nimero de ondas foliculares por ciclo estral, taxa de ovulacdo, didmetro do foliculo ovulatério, duragdo da
fase lutea em dias, duracdo da fase folicular em dias e duragéo do ciclo estral em dias, de acordo com a época do ano (dentro e fora da estagdo) e

com duas concentracdes de progesterona (60 e 120mg), em ovelhas leiteiras. Ciclo completo ap0s a retirada do implante.

Ondas por Ndamero de Diametro do FO Fase lutea Fase folicular Ciclo estral dias
Grupos ciclo+D.P. ovulagoes (mm) £D.P. dias +D.P. dias £D.P. +DP.
+D.P.
DENTRO 3,35+0,15 1,35+0,36" 5,97+0.058* 11,00+0,174 6,25+0,178 16,83+0,05%
FORA 3,16+0,19 1,05+0,52B 5,05+0,078B 9,14+0,218 7,37+0,214 16,60+0,06
DENTRO 60  3,20+0,21 1,25+0,33* 5,98+0,079 10,95+0,23 6,30+0,23° 16,750,078
DENTRO 120 3,50%0,23 1,44+0,26" 5,95+0,0844 11,050,244 6,20+0,258 16,92+0,074
FORA 60 3,16+0,19 1,000,438 5,03+0,072B 9,12+0,218 7,35+0,214 16,62+0,065
FORA 120 3,18+0,19 1,10+0,48° 5,09+0,075° 9,16+0,25° 7,390,24% 16,58+0,085

AB | etras diferentes indicam diferencas estatisticas, quando comparadas entre colunas de mesmo agrupamento (P<0,05).



Tabela 2- Valores médios + D.P. para tamanho méximo do corpo luteo (mm), ovulagdo em dias apds a observacdo da emergéncia do foliculo
ovulatério, dia da observacéo do CL, ultimo dia da observacdo do CL e dia do méximo didmetro do CL, em fun¢édo da dose de progesterona (60

e 120mg) e épocas do ano (dentro e fora da esta¢do), em ovelhas leiteiras. Ciclo completo apos a retirada do implante.

Tamanho Ovulagéo em dias Inicio da Final da Dia do tamanho
GRUPOS maximo CL apos emergéncia observacdo do observacdo do maximo do CL

(mm)+D.P doFO+D.P CL dias=D.P CL dias=D.P +D.P
DENTRO 11,30 0,12 4,06+0,15 4,10+0.0588 14,310,117 12,47+0,15”
FORA 11,20 0,15 4,4210,19 5,75+0,078A 12,400,148 10,55+0,198
DENTRO 60 11,15 0,17 3,95+0,21 4,30+0,0798 14,30+0,15” 12,500,227
DENTRO 120 11,4510,18 4,1740,23 4,40+0,0848 14,33+0,16" 12,440,217
FORA 60 11,22 40,15 4,44+0,19 5,850,078 12,380,148 10,57+0,19°
FORA 120 11,18 0,17 4,42+0,17 5,65+0,076" 12,42+0,158 10,53+0,178

ABetras diferentes indicam diferencas estatisticas, quando comparadas entre colunas de mesmo agrupamento (P<0,05).
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Tabela 3- Valores médios £D.P. para dia da emergéncia do foliculo de maior didmetro, maior diametro (mm), do foliculo dominante (FD), dia do
didmetro maximo do FD, fase estatica em dias do FD, fase de crescimento em dias do FD, fase de regressdo do FD em dias, taxa de crescimento

mm/dia do FD, taxa de regressdo mm/dia do FD e intervalo entre ondas, para cada onda do desenvolvimento folicular, dentro e fora da estacgéo.

Variaveis Onda 1 Onda 2 Onda 3 Onda 4
Dentro Fora Dentro Fora Dentro Fora Dentro Fora

Dia da emergéncia do 0,88+0,09" 0,87+0,09"  6,26+0,42"  6,56+0,42" 11,00+1,03* 11,681,107 13,160,81* 12,00+0,90°
Foliculo de maior didmetro
Maior diametro do 4,36+0,16* 4,40+0,15"  4,19+0,16"  4,35+0,16" 5,43+0,53A 5,01+0,60" 5,88+0,15" 5,05+0,158
FD
Dia do diametro Maximo 5,15+0,51 4,600,528  10,68+0,82"  10,26+0,82" 15,40+1,54”  15,89+1,59” 16,85+0,41~ 16,25+0,448
do FD
Fase estatica em dias 0,98+0,21" 1,21#0,23%  1,00+0,09"  1,04+0,09” 0,910,117 0,96+0,15” 0,80+0,31® 1,16+0,38"
do FD
Fase de crescimento em 4,15+0,43% 3,90+0,43"  4,21+0,63*  3,87+0,63" 4,06+0,55" 3,45+0,60° 2,96+0,15" 2,85+0,17*
dias do FD
Fase de regressdo do FD 3,18+0,32" 2,61+0,328  3,43+0,50"  2,65+0,50° 2,83+1,047 2,50+1,107
em dias
Taxa de crescimento 0,63+0,18® 1,01+0,18*  0,68+0,18 0,78+0,15* 0,78+0,18*  0,88+0,15" 1,25+0,15  0,87+0,13°
mm/dia do FD
Taxa de regressao 1,30£0,27" 1,40+0,27%  1,06+0,24*  1,09+0,26" 1,160,544 1,100,524

AB etras diferentes indicam diferencas estatisticas, quando comparadas entre linhas de colunas de mesmo agrupamento (P<0,05).
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6.5 DISCUSSAO

Este é o primeiro relato do comportamento do desenvolvimento folicular ovariano
em ovelhas leiteiras. Foi avaliado o desenvolvimento cronoldgico das estruturas ovarianas
durante o periodo de um ciclo estral completo, o que foi repetido em dois momentos
distintos, dentro e fora da estacédo reprodutiva. Adicionalmente, também foi avaliado o efeito
do emprego de duas concentracdes de progesterona (60 e 120mg), utilizadas no processo de
sincronizacao dos cios. A duracdo média do ciclo estral foi de 16,83 + 0,05 dias dentro da
estacdo reprodutiva. GOODMAN (1994) e BROGNI & SOUZA, (2021) observaram uma
média de 17 + 1 dias. Neste estudo foi observado que a época do ano exerce influéncia na
duracdo do ciclo estral, havendo uma reducéo de sua duracéo fora da estacéo reprodutiva, com
16,60 £ 0,06 dias contra 16,83 + 0,05 dias na estacao reprodutiva (P<0,05), independente das
concentracdesde progesterona utilizadas na sincronizacao.

O ndmero de ondas de desenvolvimento folicular durante o ciclo estral, em cada
grupo foi semelhante, mesmo sendo observada uma varia¢do na duracdo da fase folicular,
em funcéo da estacdo reprodutiva. Isto é explicado pela taxa de regressdo entre as ondas ser
semelhante nos diferentes grupos, bem como pelo intervalo similar entre as ondas. Em
contraste, SEEKALLU (2010) observou diferengas no intervalo entre ondas para ovelhas
com 3 ou 4 ondas. Essa discrepancia pode estar relacionada com a aptiddo das ovelhas usadas
em cada experimento. Os ciclos estrais naturais apresentam de 3 a 7 dias de intervalo entre
a emergéncia de ondas foliculares (MENCHACA et al., 2010). Os resultados obtidos neste
estudo variaram entre 3,80 e 5,56 dias, ndo sendo observado qualquer efeito do periodo em
que foram executadas as avaliacdes (dentro x fora da estacdo). Foi observado neste estudo
que ovelhas com 4 ondas foliculares apresentaram menores intervalos de emergéncia de
ondas quando comparadas com as com 3 ondas foliculares, 0 que esta em acordo com o
observado por OLIVEIRA (2011), que afirma que o numero de ondas foliculares pode
interferir no periodo de sua emergéncia. Sabe-se que a raca e a estacdo podem influenciar a
incidéncia de ovulacdo em ovelhas (LAMBERSON & THOMAS, 1982).

As racas leiteiras, em especial a Lacaune, costumam ter grande incidéncia de partos
gemelares, indicando um numero alto de ovulagdes. Durante o estudo, foi observado uma
variacdo no numero de ovulagdes, com maior taxa de ovulacéo (1,35) dentro da estagdo, em
comparagdo com o periodo fora da estacdo (1,05). Isso demostra que, embora as ovelhas de
racas leiteiras possam ser induzidas a ter atividade sexual durante todo o ano, no periodo de atividade

reprodutiva natural, existe uma maior sensibilizacdo do protocolo de sincronizagdo, 0 que
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proporciona um nimero maior de duplas ovulagdes (BABY & BARTLEWSKI, 2011).

Na onda ovulatéria foi observado maior didmetro do foliculo dominante na estacéo
reprodutiva, com média de 5,97mm. Ja fora da estacéo, o didmetro maximo foi de 5,05mm, mesmo
com uma maior duragdo da fase folicular nesse periodo (7,37 dias), o que disponibilizaria mais tempo
para o crescimento. Este menor didmetro deve-se provavelmente, a mecanismos de dominancia e
feedback, ainda pouco conhecidos em ovelhas (BABY & BARTLEWSKI, 2011), principalmente
as de aptiddo leiteira (TALAFHA & ABABNEH, 2011), bem como ao fato destas fémeas
apresentarem-se em anestro, fora da estacdo. Em contrapartida, no periodo reprodutivo, mesmo com
uma menor duragdo da fase folicular (6,25 dias), esse tempo permitiu ao foliculo dominante atingir
quase 6mm, ainda assim menor do que em ovelhas deslanadas e néo leiteiras. Esse fato pode ser
devido ao efeito da lactacdo nessas ovelhas especializadas, que pode interferir na regulacéo
enddcrina da dindmica folicular (BABY & BARTLEWSKI, 2011). Também a duracdo da fase lUtea
variou em funcéo das estagdes, sendo que dentro da estacéo reprodutiva a duracéo foi de 11 dias,
contra 9,14 dias fora da estacdo. Isto demostra que a vida do corpo liteo € menor e que as doses de
progesterona testadas, ndo tem efeito direto fora da estacdo. A maior duracdo do CL na estacdo
reprodutiva pode ser explicada pelo atraso na lutedlise, devido a alta concentracéo de progesterona
circulante presente durante este periodo (BARTLEWSK et al., 2004). Foi observado que tanto 60
quanto 120mg de progesterona, dentro da estacdo, mantiveram o corpo ltteo por tempo semelhante,
porém muito diferente com as mesmas doses quando empregadas fora da estagéo.

Apesar dessa diferenca no tempo de permanéncia do CL, ndo foi observado diferenca de
tamanho dos CLs dentro e fora da estacdo, evidenciando que a sua funcionalidade ndo foi afetada
pelo periodo de atividade no ciclo estral (BABY & BARTLEWSKI, 2011). Um fato interessante foi
a precocidade da observacao do CL, ap6s a ovulagao, sendo que o CL na estacéo reprodutiva ocorreu
com 4,10 dias, contrastando com os 5,75 dias, fora da estagdo. Essa precocidade de mais de 1,5 dias
pode explicar amaior duragéo do CL no ciclo estral das ovelhas, dentro da estacéo reprodutiva. Esses
dados ainda sugerem que seria possivel sincronizar essas ovelhas com doses de PGF, ja a partir de 4
dias apds a ultima ovulagéo, possibilitando antecipar em alguns dias a realizagdo da cobertura. Foi
ainda observado que, apesar do CL emergir em dias diferentes em funcéo das épocas avaliadas, a
sua permanéncia perdura até os 14 dias do ciclo estral, tanto dentro como fora da estacéo reprodutiva.
Porém, o méaximo didametro do CL ocorreu em dias distintos, em funcdo da estacdo sendo que na
estacdo reprodutiva o diametro maximo foi alcangado aos 12,74 dias, enquanto fora da estagao isto
foi atingido aos 10,55 dias. O momento da ovulagao, ap6s a emergéncia do foliculo ovulatério, ndo
foi diferente estatisticamente, ocorrendo em média aos 4 dias dentro da estacéo e 4,5 dias, fora da

estacdo. Foi observada uma populacéo de foliculos de varios tamanhos, com uma variedade de



43

combinagdes, 0 que sugere que o crescimento desses foliculos ndo segue a logica conhecida para
outras espécies, como a bovina (MIURA, 2019). Um nimero superior de pequenos foliculos, com
didmetro menor de 3,4 mm, foram encontrados na primeira, segunda e terceira ondas foliculares,
durante a estacdo reprodutiva, quando comparado ao periodo fora da estacdo, demonstrando um
recrutamento folicular maior, na estacdo reprodutiva de ovelhas leiteiras. Isto esta relacionado com
amaior atividade de FSH circulante no periodo de atividade reprodutiva (BABY & BARTLEWSKI,
2011). Ja na quarta onda, os foliculos médios, com tamanho entre 3,5 até 4,9mm, sofreram influéncia
do periodo reprodutivo, sendo encontrados em media 2 foliculos na estacéo reprodutiva, contra 1
foliculo fora da estacdo. ADAMS et al. (1999), sugerem que durante o inicio da fase lUtea e da fase
folicular do ciclo estral, o maior foliculo pode suprimir parcialmente o crescimento de foliculos
menores. Porém a emergéncia de uma nova onda comega antes do inicio da fase estatica da onda
anterior. Essa situacdo de codominancia pode ocorrer em ovelhas de multipla ovulacdo (Evans,
2003). Como pode ser observado na tabela 3, ocorrem algumas variagdes no desenvolvimento
folicular entre a primeira, a segunda e a terceira ondas, dentro e fora da estagdo, ndo respeitando um
comportamento padrao entre elas, 0 que sugere que essas ondas com foliculos menores que 4mm,
crescem de forma aleatoria, podendo aparecer em nimero variado e de varias maneiras durante as
ondas de crescimento folicular. Quando avaliada a quarta onda, responsavel pelo foliculo ovulatorio
daquele ciclo, observou-se que o dia da emergéncia do foliculo ovulatério ocorreu mais préximo ao
final do ciclo estral, dentro da estacdo. Isto possibilita que esse odcito seja de melhor qualidade, por
nao estar envelhecido (SEEKALLU et al., 2010; BARTLEWSKI et al., 2017). Esse foliculo, mesmo
tendo emergido depois, alcanca um maior didmetro, em funcdo de sua maior taxa de crescimento
diario e menor duragdo da fase estatica, do que as mesmas avaliacOes ocorridas fora da estacéo. Isto
determina que foliculos ovulatérios na estacdo reprodutiva, apresentam uma maior viabilidade que

aqueles ovulados fora da estagéo.

6.6 CONCLUSOES

Os dados obtidos permitiram caracterizar a dindmica folicular em ovelhas leiteiras,
demonstrando que existem diferencas no seu desenvolvimento em fungéo de ocorrer dentro
ou fora da estacdo reprodutiva. Fora da estacdo, as ovelhas encontram-se em anestro e apés
serem protocoladas o didmetro do foliculo ovulatorio é menor, assim como o numero de
ovulagdes. A elucidacdo da variagdo existente na dindmica folicular em ovelhas leiteiras

possibilita a formulagéo de protocolos de inseminagdo/cobertura em tempo fixo, adequados
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ao momento de sua utilizacdo, aumentando as chances de pari¢fes constantes ao longo do

ano que, por consequéncia, resulta em producéo de leite homogenea ao longo do tempo.
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7 ARTIGO 2 - A CONCENTRACAO DE PROGESTERONA E A ESTACAO
REPRODUTIVA INTERFEREM NA DINAMICA FOLICULAR E NA FERTILIDADE
DE OVELHAS LEITEIRAS.

7.1 RESUMO

Background: High concentration of exogenous progesterone interferes with follicular
development by decreasing LH secretion that is responsible for maintaining dominant follicles
in the ovary. Follicular turnover during the estrous cycle is also characterized by the action of
elevated concentration of progesterone. The improvement in knowledge of ovarian physiology
supports the use of short-term protocols (5-7 days) instead of long protocols (12-14 days), and
in short protocols, the use of high-dose progesterone is more effective in inducing estrus and
ovulation. However, there are no data evaluating these conditions in dairy ewes. This study
evaluated the follicular dynamics of dairy ewes inside and outside the breeding season, during
the permanence (6 days) of the vaginal pessary containing high (120mg) and low (60mg) dose
of progesterone.

Materials, Methods & Results: The experiment was performed in the breeding season
(April/May) and out of season (October/November), evaluating the ovarian dynamic response
with the use of vaginal pessaries containing 60 or 120mg of progesterone, during six days. At
pessaries removal 75 ug de cloprostenol de sédio and 4001U of ECG were applied. The ram
exposure was performed 50 hours later. It was observed that the ovulatory follicle has a larger
diameter (5.95mm) in the season against 4.98mm out of season. The dominant follicle on DO
of the protocol measured 4.77mm in season against 1.55mm out of season, in addition to the
absence of corpus luteum, showing seasonal anestrus. The time of ovulation occurred around
48.68h after the pessaries removal in the season and after 53.40h out of the season. The CL size
was larger in the breeding season, with 12.15mm against 11.45 out of season. The conception
rate was 71.4% in season and 50% out of the season. With 60mg pessaries, 41.2% of conception
was achieved out of season, while with 120mg this rate increased to 58.8%. The number of live-
born lambs/ewe was 2.32 in the season and 1.59 out of the season.

Discussion: Reproductive seasonality is an important factor also for dairy ewes. Outside the
breeding season, females were in anestrus, with only small follicles and absence of corpus
luteum. In season, ovulatory follicle emergence was precocious, occurring at 3.79 days after
progesterone device removal, against 4.02 days observed out of the season. This possibly is due
to the addition of progesterone from device associated with the production of CL, during the

season. The average period of ovulation occurred around 48.68 hours in the season, and at 53.40
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hours outside the season. This variation in ewes has already been described, but this is the first
report in dairy ewes. The number of ovulations differed between the seasons and between the
progesterone doses, suggesting a direct effect of progesterone doses and the season. The
conception rate in the breeding season was higher, since the ovarian activity and the presence
of a CL on DO, improve the response of the female to the protocol, and even allowed a largest
size of the CL at 30 days of gestation. In the off season, the 120mg progesterone protocol
provided a higher conception rate, possibly by better preparing the ovulatory wave of the cycle,

and thus providing an opportunity for the release of an oocyte with greater viability.

Key-words: Ovulation, Follicular waves, Ultrasonography, Reproductive season, Progesterone

pessaries, seasonal anestrus.

7.2 INTRODUCAO

O advento da ultrassonografia ovariana na década de 1990 (SCHRICK et al., 1993)
permitiu a caracterizacdo do turnover folicular durante o ciclo estral (EVANS, 2003) e
demonstrou o sucesso dos tratamentos curtos. Em estudos usando CIDR® (MENCHACA et
al., 2018; RUBIANES 2004), a triagem dos efeitos da progesterona exdgena no crescimento
folicular mostrou que a concentracdo elevada de progesterona no sangue obtida com a insercéo
do dispositivo diminuiu a secrecdo de LH. Apos a inser¢do do CIDR® ocorre a reducdo na
disponibilidade de LH, que é o hormdnio que sustenta os foliculos dominantes (CAMPBELL
et al., 1995), causando atresia dos grandes foliculos presentes nos ovarios, levando ao
aparecimento de novos foliculos pré-ovulatérios que atingem seu diametro maximo apés 5 a 7
dias da insercdo do CIDR®. Assim, a remocdo do progestdgeno nesse periodo garantiria a
presenca de um foliculo pré-ovulatorio em crescimento saudavel, capaz de induzir o estro e
obter uma ovulacao fértil (MENCHACA et al., 2018).

O aprimoramento do conhecimento da fisiologia ovariana e da dindmica folicular
suporta o0 uso de protocolos de curta duracdo (5-7 dias) ao invés de protocolos longos de (12-
14 dias). Nos protocolos de curta duracdo a utilizacdo de progesterona em altas doses tem se
mostrado mais eficiente para induzir o estro e a ovulacdo. N&o se sabe ainda se a dinamica
folicular em ovelhas leiteiras é diferente dentro da estacdo quando comparado com o periodo
ndo ativo de reproducdo ovina. Por conta disso, € importante avaliar um protocolo curto, com
dose ajustével de progesterona, para ser utilizado em cada estagdo. Assim, esse trabalho teve

por objetivos avaliar 0 uso de alta e baixa dose de progesterona exdgena, em ovelhas leiteiras
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dentro e fora da estacdo reprodutiva, avaliando a dindmica folicular, as taxas de prenhez e o

ndmero de cordeiros nascidos.

7.3 MATERIAIS E METODOS

O experimento foi conduzido dentro da estagdo reprodutiva nos meses de abril/maio e
fora da estacdo em outubro/novembro, para determinar o comportamento folicular em cada

estacdo durante a permanéncia do dispositivo.

7.3.1 Selegéo dos animais

Foram utilizadas fémeas ovinas leiteiras, predominantemente da raca Lacaune, multiparas,
higidas, adultas em idade reprodutiva, em 6timo escore corporal, classificadas como 3 em uma
escala de 1 a 5, sendo 1 animal extremamente magro e 5 obeso. Os animais recebiam
concentrado a base de milho, soja e nucleo mineral a 0,5% do PV, mais sal mineral para ovinos
a vontade, além de pastejo de Pennisetum clandestinum Hochst (Capim-quicuio) e de Cynodon
spp (Tifton-85) e agua ad libitum. O experimento foi conduzido em Lages/SC com latitude 27°
48' 58" S e longitude 50° 19" 34" W. Esse trabalho foi aprovado junto ao comité de ética do
CAV-UDESC o nimero 8167261118.

7.3.2 Avaliacédo ultrassonogréfica

Para o exame, as fémeas foram manejadas em posi¢éo quadrupedal ou em leve elevagéo,
com a paredeabdominal comprimida (BROGNI & SOUZA, 2021). O equipamento de ultrassom
(Mindray/DP50) foi utilizado em modo-B tempo real, com transdutor linear retal com
frequéncias variando entre 6 e 8,5MHz, acoplado a um tubo de plastico ligeiramente curvado
(medindo 30 cm de comprimento), permitindo a manipulagéo externa. Inicialmente procedia-
se a remocdo das fezes do reto, sequido da deposicdo de 5 a 10mL de gel no conduto retal e
sobre o transdutor. As ovelhas foram submetidas ao acompanhamento ultrassonogréafico diario
desde a colocacdo do dispositivo contendo progesterona até a ovulagdo. No momento da
retirada dos pessarios foi aplicado prostaglandina (75 pg de cloprostenol de sodio) e
gonadotrofina corionica equina eCG (400Ul). A ocorréncia da ovulagdo foi definida pela
auséncia do foliculo dominante detectado nos exames ultrassonografico anteriores,

caracterizando entdo o inicio do ciclo estral.
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7.3.3 Manipulacéo do ciclo estral

Nesta etapa foram utilizadas 40 fémeas multiparas, divididas em dois grupos de 10
animais em cada estacao, sendo dois grupos avaliados nos meses de outubro-novembro (fora
da estacdo) e os outros dois grupos avaliados em abril-maio (dentro da estacdo). As fémeas
foram submetidas a protocolos de manipulacédo de ciclo estral com o uso de pessarios vaginais
contendo progesterona em alta (120mg) e baixa (60mg) concentracdo, com o dispositivo
permanecendo por um periodo de seis dias. No momento da retirada do pessario vaginal foi
aplicado prostaglandina (75 pg de cloprostenol de sédio) e gonadotrofina coribnica equina
eCG (400Ul). As avaliacbes da dindmica folicular (parametros foliculares, luteais e
ovulatorios) foram avaliadas desde 0 momento da insercéo do dispositivo de progesterona até

a ovulacdo, ap0s a retirada do mesmo.

7.3.4 Taxa de Concepgao

Foram utilizadas 35 e 34 fémeas em idade reprodutiva, divididas em grupos homogéneos,
dentro e fora da estacdo reprodutiva respectivamente, sendo que dentro de cada estacdo se
dividiu as ovelhas em dois grupos, um com 60mg e outro com 120mg de progesterona, € 0
encarneiramento feito com aproximadamente 50 horas ap6s a retirada dos implantes. Nesse
experimento foi avaliado a taxa de concep¢do dos diferentes protocolos, utilizando monta
controlada através de um carneiro com fertilidade conhecida. A confirmacdo da gestacdo foi
realizada pelo exame ultrassonogréafico transretal, realizado aos 30 dias apds a cobertura, bem
como o tamanho do corpo luteo nesse momento, e ao nascimento feito a contagem do nimero

de cordeiros nascidos vivos

7.3.5 Andlise Estatistica dos Dados

Os dados qualitativos (taxa de concepcéo e numero de cordeiros) foram submetidos ao
teste Qui Quadrado e os demais dados submetidos a analise de variancia, utilizando-se o
procedimento MIXED do pacote estatistico SAS®. Os dados foram previamente testados para
normalidade dos residuos pelo teste de Kolmogorov-Swirnov. As médias foram comparadas
pelo teste de Tukey, com nivel de significanciade 5%. O modelo estatistico usado incluiu como
variaveis explanatorias o efeito da estacdo, da concentracéo de progesterona e da interacdo entre

€SSes.
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7.4 RESULTADOS

O desenvolvimento folicular, bem como a dindmica desse desenvolvimento, dentro e
fora da estacdo e sua correlacdo com as doses de 60 e 120mg de progesterona nos periodos
avaliados, estdo sumarizados natabela 4. Quando comparado de forma isolada apenas a época do
ano, observa-se que o diametro do FD no dia zero-DO0 (colocagéo do implante) foi de 4,77mm
dentro da estacdo e 1,55mm fora da estacdo, evidenciando um anestro sazonal fora da estacao.

O tempo para atresia completa do FD levou 3,79 dias dentro contra 4,81 fora da estacéo,
ou seja, dentro da estacdo apos colocacdo do implante a regressao desse foliculo é mais rapida.
Para taxa de regressdo mm/dia do FD obteve-se 1,35 dentro e 1,05 fora da estacdo, ou seja,
dentro da estacdo tem uma taxa de regressdo maior quando comparada com fora da estacdo. Em
relacdo ao dia da emergéncia do novo foliculo dominante, foi encontrado 3,79 dias dentro contra
4,02 dias fora da estacdo, demostrando que dentro da estacdo o foliculo dominante emerge mais
precocemente do que aquele fora da estacdo. O diametro do foliculo ovulatério é maior dentro
da estacdo, 5,95mm contra 4,98mm fora da estacéo.

Para nimero de ovulagbes, houve diferenca estatistica entre os periodos e grupos
avaliados. Para dentro da estacdo se observou 2,10 ovulagdes quanto que fora da estacéo se
observou 1,60 ovulagdes. Quando avaliado dentro da mesma estacdo diferentes doses, houve
diferencga estatistica quanto ao nimero de ovulagdes fora da estacdo para 60mg com 1,40
ovulagdes e com 120mg 1,80 ovulacBes. Ja dentro da estacdo foi observado com 60mg 2,05
ovulacgdes e 2,15 ovulacdes com 120mg, ndo havendo diferenca estatistica nesse periodo da
estacdo reprodutiva, independente da dose utilizada. Quando se avaliou o tempo de ovulagéo
em horas, apds a retirada dos implantes, foi observado que essa ovulagdo ocorreu com 48,68
horas dentro da estacdo, e com 53,40 horas fora da estacao.

Q uando os dados foram separados em fungéo das doses de progesterona (60 e 120mg),
dentro e fora da estacdo, foram observadas algumas diferencas em cada situacdo. Para diametro
do FD no dia zero ndo ha diferenca entre doses na mesma estacdo, somente entre estacoes
conforme ja descrito acima. A atresia do FD, com a dose de 120mg dentro da estacéo, ocorreu
aos 3,11 dias apds o implante de progesterona, enquanto na dose de 60mg dentro da estacéo, a
atresia ocorreu aos 4,4 dias. Os grupos 60mg dentro da estacéo (4,40), 60mg fora (4,87) e 120mg
fora da estacdo (4,75) ndo diferiram entre si, sendo que o grupo 120mg dentro da estagédo
apresentou o menor tempo (3,11 dias) diferindo de todos os demais grupos. Para taxa de
regressdo mm/dia, é observado uma diferenca no grupo 120mg dentro da estacdo com

1,74mm/dia, quando comparado com os demais grupos, 60mg dentro e fora da estacdo e 120
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fora da estacdo, sendo esses semelhantes entre si. Para o dia de emergéncia do novo foliculo
dominante, os grupos com 120mg dentro (3,44) e fora (3,68) da estacdo foram semelhantes
entre si, e mais precoces do que 0s grupos 60mg dentro (4,10) e 60mg fora (4,36), sendo esses
ultimos semelhantes entre si. Em relacdo ao diametro do foliculo ovulatério, ndo houve
diferenca entre as doses de progesterona dentro da estagdo 60mg (5,70) e 120mg (6,10), e
também ndo houve diferenca entre as doses fora da estacdo 60mg (4,99) e 120mg (4,98).
Entretanto, houve diferenca no didametro do foliculo ovulatério em funcdo da estacdo, com
maior didametro observado dentro da estacdo, conforme ja descrito anteriormente. E por fim, o
momento da ovulacdo, determinado em horas, apos a retirada do implante, foi de 47,60h para
60mg e 49,00h para 120mg dentro da estacédo e 55,20h para 60mg e 51,06h para 120mg.

Na taxa de concepc¢do dentro da estacdo reprodutiva se alcancou um valor muito maior,
71,4% (25/35) contra 50% (17/34). E quando avaliado as diferentes doses em uma mesma
estacdo, se encontrou que fora da estagdo com 60mg, 41,2% (7/17) contra 58,8% (10/17) com
120mg. E para nimero de cordeiros nascidos por fémea se encontrou um nimero maior dentro
da estacao 2,32 (58/35) contra 1,59 (27/17) fora da estacdo. E para tamanho de corpo luteo aos
30 dias se observou um CL maior com diferenca entre as estacdes e entre as doses, estando

sumarizados na tabla 5.
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Tabela 4- Valores médios + D.P. diametro do FD no DO, atresia completa do FD em dias, taxa de regressdo em mm/dia do FD, dia de emergéncia de
um novo FD, didmetro do FO, nimero de ovulagdes, e horas para ovulagdo apds a retirada dos implantes de acordo com os grupos (60 e 120mg) e épocas

do ano (dentro e fora da estacéo), em ovelhas leiteiras. Ciclo durante a permanéncia do implante.

Atresia Taxa regressao Dia da N° de Ovulagéo apo6s a
Agrupamento @ do FD no completaFD  do FD mm/dia emergéncia do @ do FO Ovulacdes retirada do
DO (dias) novo FD implante (horas)
DENTRO 60 4,30+0,80" 4,40+0,98" 1,01+0,218 4,10+0,43 5,70+0,15% 2,05+0,224 47,60+2,148
DENTRO 120 5,20+0,49" 3,11+0,48° 1,74+0,36" 3,440,355 6,10+0,15" 2,150,284 49,002,158
FORA 60 1,400,778 4,87+0,417 1,100,198 4,36+0,114 4,99+0,128 1,40+0,258 55,20+2,254
FORA 120 1,70+0,63B 4,75+0,374 1,09+0,118 3,68+0,318 4,98+0,108 1,800,244 51,06+2,15%
DENTRO 4,77+0,44 3,790,408 1,35+0,15% 3,790,218 5,95+0,08" 2,10+0,28* 48,68+2,148
FORA 1,55+0,448 4,81+0,48" 1,05+0,158 4,02+0,28" 4,98+0,08" 1,600,288 53,40+2,144

AB | etras diferentes indicam diferencas estatisticas quando comparadas entre colunas de mesmo agrupamento (P<0,05).
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Tabela 5- Taxa de concepcao de ovelhas leiteiras, utilizando protocolo curto de 6 dias com 60 e 120mg de progesterona dentro e fora da estacéo
reprodutiva, em relagdo a taxa de concepcéo, tamanho do CL e ao nimero de cordeiros nascidos vivos/fémea.

Periodo Taxa de Concepcéo Tamanho de CL(mm) Numero de cordeiros/fémea
60mg — DENTRO DA ESTACAO 72,2% (13/18)A 12A 2,3 (31/13)A
120mg — DENTRO DA ESTACAO 70,6% (12/17)A 12,78 2,2 (27/12)A
TOTAL 71,4% (25/35)% 12,15% 2,32 (58/25)*
60mg — FORA DA ESTACAO 41,2% (7/17)° 11,1¢ 1,43 (10/7)¢
120mg — FORA DA ESTACAO 58,8% (10/17)P 11,8° 1,7 (17/10)°
TOTAL 50% (17/34)Y 11,457 1,59 (27/17)Y

ABCDXY etras diferentes indicam diferencas estatisticas quando comparadas na mesma coluna dentro de cada estacio (P<0,05).
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7.5 DISCUSSAO

O entendimento da dinamica folicular avaliada durante a permanéncia do dispositivo de
progesterona é de suma importancia para a adequacdo de protocolos de sincronizacdo de cio,
bem como o entendimento do comportamento ovariano para manipulagdes hormonais
exogenas, j& que a sazonalidade na reproducdo de ovinos é um fator marcante (MANCA et al.,
2014). Este fato também foi encontrado em nosso estudo no qual foi observado que fora da
estacdo os animais estavam em anestro, uma vez que foi observado apenas pequenos foliculos
sem a presenca de corpo luteo. Ja no periodo da estacdo reprodutiva, foram encontrados
foliculos com 4,77 mm de tamanho e presenca de CL, o que indica atividade reprodutiva.

A atresia completa do foliculo de maior didmetro no DO ocorreu aos 3,79 dias dentro da
estacdo contra 4,81 dias fora da estacdo, 0 que sugere que essa demora em quase 1 dia para
regredir totalmente o FD e iniciar o crescimento de uma nova onda folicular, pode estar
associada ao periodo de anestro sazonal (MANCA et al., 2014; BARTLEWSKI et al., 1999).
Da mesma forma, a taxa de regressao foi diferente entre os periodos avaliados, sendo maior no
FD dentro da estacao (1,35mm/dia) contra 1,05mm/dia, fora da estacdo, corroborando com 0s
dados anteriores. O protocolo utilizado dentro da estacéo fez com o que o FO emergisse aos 3,79
dias ap6s a colocacdo do dispositivo dentro da estacdo e aos 4,02 dias fora da estagdo. A possivel
explicacdo disto é o somatério da sensibilizacdo da progesterona do dispositivo, associada a
progesterona proveniente do CL, j& presente nessas ovelhas em atividade reprodutiva, e que
ndo foi observado com os animais fora da estacéo.

Nesse estudo foi possivel observar que a utilizacdo de uma maior dose de progesterona
(120mg) dentro da estacdo, possibilitou que o foliculo dominante presente do dia de colocacéo
do dispositivo(D0), regredisse em 3,1 dias. Isto possibilita inferir que com a concentragéo alta
de progesterona, o protocolo curto até entdo executado com 6 dias de permanéncia do
dispositivo de progesterona, (BARTLEWSKI et al., 2004), poderia ser reduzido para 4 dias,
sendo necessarios mais estudos, uma vez que isso seria muito interessante, diminuindo o periodo
de cada protocolo e possibilitando uma melhor adequagéo da estacdo de monta.

Da mesma forma, a taxa de regressdo mm/dia foi muito superior nesse grupo de 120mg
dentro da estacdo, com valor de 1,74 mm/dia, enquanto nos demais grupos dentro e fora da
estacao, esse valor foi de Imm/dia. Tanto dentro quanto fora da estacdo utilizando 120mg de
progesterona, foi encontrado valores semelhantes para o dia da emergéncia do foliculo
ovulatério, 3,44 dias dentro da estacdo e 3,68 dias fora da estacdo, apos a colocagdo do implante

de progesterona. Esse fato pode ser explicado pela elevacdo da p4 circulante (BABY &
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BARTLEWSKI, 2011).

O diametro do foliculo ovulatério dentro da estagdo foi proximo a 6mm, superior aos
observados fora da estacao, os quais se aproximaram de 5mm, ambos menores aos das ovelhas
daraca Santa Inés que na estacdo reprodutiva esses diametros proximos a 7mm (Oliveira, 2016).

O periodo médio de ovulagdo aconteceu em torno de 48,68 horas dentro da estacéo,
enquanto que fora da estacdo esse valor foi de 53,40 dias, determinando uma variagdo média
de 5 horas entre um grupo e outro. A variacdo no periodo de ovulagdo em ovinos ja € descrita
(CUMMING etal., 1971; LASSOUED et al., 2014), mas esse mapeamento em ovelhas leiteiras
é o primeiro estudo.

O namero de ovulagdes simples ou duplas diferiu entre as estaces avaliadas e entre as
doses de progesterona, o que sugere um efeito direto da dose e da estacdo sobre o nimero de
ovulacdes, isso pode ser observado pelo nimero de cordeiros nascidos por fémea, inferindo que
dentro da estacdo se encontram um maior nimero de partos multiplos do que fora da estacado
reprodutiva, e que fora da estacdo reprodutiva com 120mg se observa um maior numero de
cordeiros nascidos em comparacdo a dose de 60mg.

Na taxa de concepcdo, como esperando, dentro da estacdo reprodutiva o valor foi
superior, uma vez que a atividade ovariana e a presenca do CL no DO fazem com que a fémea
responda melhor ao protocolo, fato esse que pode ser observado com o maior tamanho do CL
aos 30 dias dentro da estacdo quando comparado com fora da estacdo. Porém fora da estacdo o
protocolo que melhor teve resposta foi 0 com 120mg determinando que nessa categoria animal,
fora da estacdo, a dose maior de progesterona prepara melhor a onda ovulatéria de cada ciclo,
oportunizando a melhor viabilidade ao odcito e por conta disso, maior taxa de concepgdo nesse

periodo.

7.6 CONCLUSOES

Foi possivel demonstrar que ovelhas leiteiras dentro da estacdo reprodutiva tém a
dindmica folicular diferente daquelas fora da estacdo durante a permanéncia do pessario
vaginal. O didmetro do foliculo ovulatério dentro da estagdo tem tamanho maior. O momento
da ovulacéo, apds a retirada dos implantes, sofre influéncia da estacéo reprodutiva, sendo que
dentro da estacdo a ovulag@o ocorre mais precocemente e ainda o numero de ovulagdes é maior
fora da estagdo com alta concentracdo de progesterona, quando comparada com menor dose
fora da estagdo. E que o nimero de cordeiros nascidos € maior dentro da estagdo com alta dose
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de progesterona e que na estacdo reprodutiva o tamanho do corpo IGteo é maior durante a
gestacéo.

Foi possivel concluir que fora da estacdo reprodutiva com alta dose de progesterona se
obteve um incremento consideravel na taxa de concepg¢édo e no nimero de cordeiros nascidos o
que evidencia que é possivel manter uma producdo constante de leite durante todo o ano,

escalonado os partos em cada estacéo.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

As ovelhas leiteiras apresentam um comportamento reprodutivo influenciado pela
sazonalidade. Em condic®es naturais, a maioria das ovelhas leiteira apresentam-se em anestro,
fora da estacdo reprodutiva. Entretanto, estas fémeas respondem bem ao estimulo dos
protocolos de inducdo e sincronizagdo de cios, mesmo fora da estacdo reprodutiva. Ovelhas
leiteiras apresentam um padrédo de crescimento folicular com muitas particularidades dentro e
fora da estacdo reprodutiva. Esse estudo possibilitou o entendimento dos acontecimentos em
cada momento do ciclo estral dentro e fora da estagdo reprodutiva.

Com base no que foi analisado nesse trabalho é possivel sugerir um protocolo para
dentro da estagdo com o uso de 60mg de progesterona em protocolo padrdo de seis dias,
ajustando o momento da inseminacao/cobertura em tempo fixo com 48 horas ap0s a retirada do
pessario intravaginal. J& fora da estacdo, a dose de progesterona recomendada é 120mg, porém
com inseminagdo/cobertura em tempo fixo com 53 horas apds a retirada do pessério
intravaginal, podendo desta forma melhorar ainda mais os indices reprodutivos.

Os resultados apresentados com este trabalho podem incrementar os indices
reprodutivos de ovelhas leiteiras em regides frias, auxiliando na técnica de inducdo de cio e
ovulagdo com protocolos pré-determinados, aumentando assim a eficiéncia reprodutiva do
rebanho de ovelhas leiteiras ajustando os protocolos de sincronizacdo para serem usados

durante todo o ano.



