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RESUMO - Avaliou-se a resposta ovariana, usando ultrassonografia transretal, a aplicacdo de duas injecOes de
prostaglandina (PGF,,) em diferentes intervalos. Foram utilizadas 14 fémeas ovinas da ragca Bergamacia durante a estagdo
reprodutiva, sendo que todas receberam uma dose intramuscular de um analogo de PGF, . As ovelhas foram distribuidas
em dois grupos (n = 7). Em um dos grupos, a PGF,, foi administrada sete dias (PG7) e, no outro, nove dias (PG9) depois
da ovulacdo, quando o foliculo dominante da onda 2 encontrava-se nas fases de crescimento e platd, respectivamente.
Examinaram-se os ovarios diariamente, utilizando-se um ultrassom Aloka 500, provido de um transdutor linear transretal
de 7,5 MHz. A ultrassonografia foi iniciada um dia antes da segunda aplicacdo de prostaglandina até o dia 10 depois da
ovulacdo em ambos os grupos. Amostras de sangue foram colhidas, via punc¢do jugular, a cada dia, para quantificagédo de
progesterona. As concentracdes plasmaticas de progesterona mostraram-se menores no PG7 quando comparado com o
PG9, imediatamente antes do tratamento com a PGF,, (4,10 + 0,17 vs 4,91 + 0,29 ng/mL; respectivamente). A média
do didmetro méaximo atingido pelo foliculo dominante da onda 2 foi maior no grupo tratado PG7 comparado com o PG9
(5,5 £ 0,19 vs 4,29 + 0,26 mm). Houve efeito do dia nos foliculos totais. A quantidade de foliculos pequenos (2-2,5 mm)
foi maior (4,57 + 0,78 versus 8,42 + 1,36) no dia 6, nos grupos PG7 e PGY9, respectivamente, mas ndo foram observadas
mudancas nos foliculos médios (3-3,5 mm) entre os grupos tratados. A proporgdo de foliculos grandes (4 mm) aumentou
depois da lutedlise; os valores foram menores nas ovelhas tratadas no PG7 e mantiveram-se estaveis no tempo no PG9.
Em ovelhas com rapida e completa lutedlise, a ovulagdo ocorre no foliculo dominante da onda 2 em fémeas tratadas sete
ou nove dias ap6s a ovulacao.
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Effect of time of prostaglandin administration on follicular response in ewes
during oestrous cycle

ABSTRACT - The purpose of this study was to evaluate ovarian response, using transrectal ultrasonography, to two
injections of Prostaglandin F,, (PGF,,) given at different intervals. Fourteen Bergamasca ewes were injected with an
i.m. dose of PGF,  during the breeding season. Ewes were randomly alloted in two groups (n = 7) which received PGF,,
7 d (PG7) or 9 d (PGY9) after ovulation (when the dominant follicle of wave 2 was expected to be in the growth and plateau
phase, respectively). Ovaries were examined daily with transrectal ultrasonography Aloka 500 with 7.5 MHz linear array
transducer. Ultrasonography started 1 day prior to the second PG injection and ended 10 d after ovulation for both groups.
Jugular vein blood samples were collected daily for progesterone assay. Plasma P, concentration was lower in PG7 than
in PG9, immediately before PGF,, treatment (4.10 = 0.17 vs 4.91 + 0.29 ng/mL, respectively). Mean maximum
diameter size attained by the dominant follicle of wave 2 was larger in the group treated in PG7 when compared with
PG9 (5.5 + 0.19 vs 4.29 + 0.26 mm). There was effect of day for total follicles. Number of small follicles (2-2.5 mm)
was greater (4.57 £ 0.78 vs 8.42 + 1.36) at day 6, for PG7 and PG9, respectively, whereas no changes were observed in
medium follicles (3-3.5 mm) between groups treated. The proportion of large follicles (4 mm) increased after luteolysis.
Values were lower for ewes treated on PG7, whereas values mantained stable over time for ewes treated on PG9. Ewes
with rapid and complete luteal regression, ovulation occur from the dominant follicle of wave 2 in females treated on
days 7 and 9.
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Introducao

Na espécie ovina, o conhecimento dos mecanismos
que regulam a dindmica folicular tem recebido especial
atencdo, principalmente por duas razfes: o interesse do
melhoramento da fertilidade, sincronizacdo do estro com
maior precisdo e aumento da resposta superovulatéria
mediante administracdo de gonadotrofinas exdgenas; e o
fato de afémea ovina ser um excelente modelo experimental
parao estudo do recrutamento, selecdo e dominancia folicular,
apresentando diversas racas e variedades genéticas com
variadas taxas de ovulacdo e altos indices de prolificidade
(Fabreetal., 2006; Liuetal.,2007).

Algumas biotécnicas, comoainducdo e asincronizacdo
do estroem ovinos e caprinos, vém sendo bastante utilizadas,
por proporcionarem atividade reprodutiva (Safdarianetal.,
2006) mesmo durante os periodos de anestro sazonal e
lactacional (Amorimetal.,2007; GdeNicoloetal., 2007). Os
métodos mais utilizados para a sincronizacdo 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 administracdo intramuscular de eCG
(Lopez-Sebastian et al., 2007; Holtz et al., 2008; Uribe-
Veléasquezetal., 2008b).

As prostaglandinas (PG) sdo uma alternativa para
sincronizacdo dos estros, importantes na formulacédo de
sistemas simples e de curta duracdo. A PG é o fator
luteolitico em ruminantes (Goravanahally et al., 2007;
Ginther et al., 2009), provocando completa e rapida
lutedlisis determinando diminuigdo nas concentracdes de
progesterona (Shresthaet al., 2010).

Asincronizacdo do estro e ovulagdo em ovelhas e cabras
ndo depende s6 do controle na fase luteal, mas também do
desenvolvimento ovariano durante afase folicular (Ali, 2007;
Gonzalez-Afioveretal.,2007; Menchacaetal., 2007).

Esta pesquisa foi realizada com o objetivo de verificar,
pelo acompanhamento ultrassonografico, o efeito da
prostaglandina usada em diferentes intervalos, no
crescimento do foliculo dominante e na populacéo folicular
e, por meio de radioimunoensaio, as concentracdes
plasmaticas de progesterona (P,) em fémeas ovinas.

Material e Métodos

O trabalho foi realizado no Departamento de
Reproducdo Animal e Radiologia Veterinaria da Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia/UNESP - Botucatu,
Sédo Paulo, com 14 fémeas ovinas Bergamécia adultas,
previamente examinadas quanto ao estado clinico geral, e

comprovadamente aptas, sanitaria e reprodutivamente. As
ovelhas foram mantidas em boxes de 3 m x 3 m, sob
luminosidade natural durante a estacéo reprodutivae, duas
vezes por dia, expostas a um macho vasectomizado, para
observacdo de estros. A alimentacdo foi composta de racédo
concentrada contendo 13,28% de proteina brutae 8,99% de
fibra bruta, fornecida na proporcdo de 1 kg/animal/dia, e
feno de Cynodon dactylon (L.) Pers. cv “Coast Cross”,
contendo 4,98% de proteina bruta e 35,88% de fibra bruta,
namatériaseca, fornecido na proporgédo de 2 kg/animal/dia.

As fémeas foram distribuidas em dois grupos (n=7): no
primeiro grupo (PG7) foram administradas, por via
intramuscular, duas doses de um analogo de prostaglandina
(125 ug; CiosinR, Mallinckrodt Veterinary, S&o Paulo, Brasil)
com um intervalo de sete dias, durante a metade da fase
luteal, para sincronizacdo de estro. No segundo grupo
(PG9), utilizou-se o intervalo de nove dias para a aplicacéo
das duas doses de PGF, . Desde o dia anterior a aplicagao
da PGF,,, até o dia 10 do ciclo estral, nos dois grupos, as
ovelhas, em posicdo de estacdo, foram monitoradas via
transretal, por meio de ultrassom (SSD-500; Aloka Co. Ltda,
Japdo), com um transdutor linear prostatico humano de
7,5Mhz (Modelo UST-660-7,5; Aloka Co. Ltda, Japdo). As
imagens ecograficas foram armazenadas em video
(Panasonic NV-SD 425) e diagramas foram desenhados
quanto a posicdo do foliculo dominante, permitindo a
identificacdo durante dias sucessivos. O dia da ovulagdo
foi definido como o diado desaparecimento do maior foliculo
(=5 mm). Todos os foliculos > 2mm foram monitorados e
mapeados diariamente. A emergéncia da nova onda foi
definida como de um pool de pequenos foliculos com
diametro médio de 3a4 mm, que deram origem aum ou mais
foliculos com diametro maior ou igual a5 mm. Considerou-se
o dia da emergéncia da onda aquele em que o foliculo
apresentava 3 mm de didmetro, seguido por um aumento em
seu didmetro para valores iguais ou superiores a 4 mm
(Rubianes & Menchaca, 2003). O diametro folicular foi
obtido pelamédia da maior distancia (mm) entre dois pontos
dacavidade antral dos foliculos. A duragdo do crescimento
foi definida como o numero de dias entre a primeira
mensuracdo do foliculo maior e o diaem que 0 mesmo cessa
seu crescimento progressivo. O diado didmetro maximo foi
registrado como o maior diametro atingido pelo foliculo
dominante. A taxa de crescimento folicular resultou do
diametro maior atingido pelo foliculo dominante, menos o
menor didmetro detectavel pela ultrassonografia, dividido
peladuracgdo do crescimento em dias. O nimero de dias que
o foliculo dominante mantinha seu diametro maximo foi
definido como a fase estatica. O dia do inicio da regressédo
(atresia) foi identificado como o Gltimo dia da fase estatica
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(platd), a partir do qual o foliculo maior iniciou diminuicéo
progressiva em seu diametro.

Em todas as ovelhas, pela manh& (8h), colheram-se
amostras de sangue, por venopuncdo jugular, antes da
aplicacdo de PGF,,,, durante todo o periodo experimental.
As amostras de sangue foram colhidas em tubos
heparinizados e, imediatamente apos, centrifugadas a
2.500 rpm durante 15 minutos, e o plasma armazenado a
-20°C, para posterior determinagdo hormonal por
radioimunoensaio (RIA). A concentracdo de P, foi
determinada pela técnica definida por Lafrance & Goff
(1985), com algumas mudancas. Assim, a extracdo foi
trocada pelo danazol (McGinley & Casey, 1979) e a
separacdo do duplo anticorpo substituida pelo charcol. A
sensibilidade do ensaio para P, foi de 0,1 ng/mL.
Analisaram-se todas as amostras num sé ensaio,
desenvolvido no Centro de Investigacdo de Reproducéo
Animal - CRRA, da Université de Montréal, St-Hyacinthé,
Québec, Canada.

Os efeitos das aplicagcfes nas concentragdes
plasmaticas de P, foram determinados pela analise de
medidas repetidas utilizando-se o programa Statistical
Analysis System (Latour & Littell, SAS Institute Inc, 1996).
Para os efeitos fixos (tratamento, dia, tratamento x dia)
utilizou-se o teste F e, para as comparacdes multiplas das
médias, o teste de tukey-kramer. O teste nao-paramétrico de
Wilcoxon-Mann-Whitney foi utilizado paraas variaveis do
foliculo dominante durante as ondas foliculares: 1) dia de
emergéncia; 2) diado diametro maximo; 3) diametro maximo;
4) dias na fase estatica; e 5) dia de regressdo, bem como
para analisar a populacdo dos foliculos grandes. Para a
analise da taxa de crescimento, utilizou-se ANOVA e as
médias foram comparadas pelo teste F. Os foliculos foram
classificados em pequenos (2-2,5mm), médios (3-3,5mm) e
grandes (>4 mm). As médias da populacdo dos foliculos
pequenos e medios foram transformadas (Log; 5) paradiminuir
a variabilidade dos dados, antes de serem submetidas a
ANOVA e, as médias, comparadas pelo teste F.

Resultados e Discussao

Todas as fémeas ovinas dos grupos experimentais
manifestaram estro dentro das 72 horas depois das
aplicacdes, semapresentar diferenca (P>0,05), corroborando
osachados de Kridli e Al-Khetib (2006) e Uribe-Velasquez
etal. (2008a). O estagio da fase luteal provocou mudangas
na resposta das ovelhas na inducdo da lutedlise, usando
prostaglandinas exdgenas. Nenhum dos fatores, como
localizagdo dos ovarios, condigdo corporal ou peso vivo,

afetou o monitoramento dos ovéarios na avaliagdo
ultrassonogréfica.

Segundo Menchaca et al. (2004), protocolos usando o
intervalo de sete dias paraaadministracdo de prostaglandina
apresentaram alta eficiéncia na sincronizacdo do estro.
Assim, ovelhas multiparas responderam nas primeiras 72
horas (94%) depois do tratamento, enquanto, nas ovelhas
nuliparas, a resposta foi menor (82%). Além disso, o inicio
do estro apresentou-se numa faixa estreita, com 80% das
ovelhas demonstrando estro nas 25 e 48 horas depois da
segunda dose de prostaglandina. Pode-se concluir, entdo,
que,como uso do intervalo curto de sete dias nasincronizacdo
de estro, as ovelhas estardo bem mais sensitivas a dose
luteolitica da prostaglandina. Pesquisas desenvolvidas
em fémeas leiteiras (Répasietal., 2005) utilizando também
duas doses de PG (cloprostenol ou dinoprost) em intervalo
de 8 horas, resultou numa maior percentagem de animais
apresentando estro nos cinco dias ap6s da aplicacdo e
umasignificativataxa de prenhes quando comparado com
as fémeas submetidas s6 a uma aplicacao.

Odiadeemergénciadaprimeiraondafolicular ndo diferiu
entre os dois grupos experimentais: foi de -0,71+0,29 e
0,57 + 0,53 para os grupos tratados com PGF,, nos
intervalos de sete (PG7) e nove dias (PG9), respectivamente
(Tabela 1), valores proximos aos obtidos por Uribe-
Velasquez et al. (2002, 2008c, 2010) e menores que 0S
descritos por Toosi et al. (2010).

O foliculo dominante atingiu seu diametro maximo de
5,5+0,19 mmnodia5,43+0,37 nosanimais submetidos ao
intervaloPG7e4,29+0,26 mmnodia4,57 +0,43 nosanimais
submetidos ao intervalo PG9, sendo estatisticamente
significativo s6 para diametro do foliculo (P<0,05). O
diametro maximo atingido pelos animais na aplicacdo de
prostaglandina com o intervalo de sete dias esta de acordo
comos valores observados por Uribe-Velasquez etal. (2008c).

Osdias do platé dos animais submetidos aos intervalos
de PG7 e PG9 ndo apresentaram diferenca significativa,
com resultados similares aos demonstrados por Uribe-
Velasquezetal. (2002).

Tabela 1 - Foliculo dominante da primeira onda folicular em
fémeas ovinas Bergamaciasincronizadas com PGF,
utilizando diferentes intervalos de aplicagdo (PG7
dias vs PG9 dias)

Variavel PG7 dias PG9 dias

Dia de emergéncia -0,71 + 0,29a 0,57 + 0,53a
Dia do méximo diametro 5,43 = 0,37a 4,57 £ 0,43a
Diametro méaximo (mm) 5,5+ 0,19a 4,29 + 0,26b
Dias do platd 1,86 + 0,26a 1,29 + 0,18a
Taxa de crescimento (mm/dia) 0,91 + 0,55a 1,0 £ 0,09a

Letras diferentes nas linhas apresentam diferencas estatisticamente significativas
a versus b (P<0,05).
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Estudos prévios tém mostrado que a dominancia é
efetiva somente nos primeiros dias do ciclo estral e bem
mais pronunciada no final do crescimento do foliculo
ovulatério (Gonzalez-Bulnesetal., 2005). Nesta pesquisa,
ataxade crescimento ndo diferiu entre os grupos tratados,
comvaloresde0,91+0,55e1,0+0,09 mm/dia, respectivamente,
para as fémeas tratadas no sétimo e nono dias. Os valores
observados para ataxade crescimento estdo de acordo com
os resultados obtidos no trabalho de Toosi et al. (2010) em
ovelhas (0,9 a 1,3 mm/dia). Martinez-Garcia et al. (2007)
sugeriram que o aumento nataxa de crescimento emalguns
foliculos acontece depois dadiminuicdo nas concentracdes
de progesterona no sangue.

De acordo com as observacdes do experimento, fica
evidente que o crescimento folicular é um processo
continuo e o padrao de crescimento folicular em ondas faz
com que a populacdo de foliculos de diversas classes de
tamanhos altere-se ao longo do ciclo (Seekallu etal., 2009;
2010). Assim, o foliculo pré-ovulatério presente nos dias
sete ou nove ap6s o estro deve-se achar em fase de
crescimento. No entanto, o status hormonal dos foliculos
grandes nédo foi determinado. Do mesmo modo, alguns
dos foliculos grandes presentes nos dias 11 e 16 podem
encontrar-se em fase de crescimento, mas existe a
possibilidade de estarem em fase estatica ou de regressao
(Gonzalez-Bulnesetal., 2005). A quantidade de ondas de
crescimento folicular e o dia de emergéncia folicular séo
muito variaveis entre animais (Uribe-Velasquez et al.,
2008b). A referida variabilidade provoca uma perda da
sincronizacdo da segunda e das seguintes ondas
foliculares. A inducdo da lute6lise em animais nos quais
o foliculo maior encontra-se na fase estatica ou atrésica
pode provocar atraso na sele¢do e no crescimento do
foliculo ovulatério (Gonzalez-Bulnesetal., 2005).

Os resultados obtidos nesta pesquisa comprovaram
que os foliculos ovulatérios foram originados dos
foliculos antrais presentes no ovario no momento da
aplicagdo do cloprostenol, independentemente do dia do
tratamento. Em todas as fémeas ovinas, observou-se
pelo menos um corpo liteo na metade da fase luteal, o
qual sofreu lutedlise em resposta a dosagem luteolitica
do analogo de prostaglandina (cloprostenol), em todos
os animais, fato constatado pelatécnica ultrassonografica
e pelo marcante declinio nas concentragdes plasmaticas
de progesterona (P,), indicando esta regressao do corpo
IGteo. O dia da ovulagdo foi definido como dia zero
(0 =diadaovulacao).

A distribuicdo (médias + EP) dos foliculos pequenos
(2-2,5mm), médios (3-3,5 mm) e grandes (>4 mm) nas fémeas

dos dois grupos estudados (PG7 vs PG9), € apresentada,
respectivamente, na Figura 1a,b,c.

Durante o inicio e ametade da fase luteal, observou-se,
em todos os dias, crescimento dos foliculos pequenos
(Figura 1,a), concordando com as observacfes de
Uribe-Veldsquezetal. (2008b) em ovelhas Bergamacia.
Neste protocolo, constatou-se que o recrutamento dos
foliculos destinados a ovular foi realizado a partir dos
foliculos > 2 mm no momento da lutedlise. A quantidade
de foliculos pequenos foi significativa nos dias —1 pré-
ovulatorioenodia6 posovulacao, sendo maior paraas fémeas
tratadas com a PGF,, no nono dia quando comparadas
com as fémeas tratadas no sétimo dia, com valores no dia
-1de8,43+0,97vs 5,14+ 0,70 (P<0,05),enodia6de
8,43+1,36vs4,57+0,78 (P<0,05), respectivamente.

A quantidade média dos foliculos médios (Figura 1b)
ndo apresentou diferenca estatistica significativaentre os
dois grupos de animais estudados. Possivelmente, a maior
quantidade de foliculos médios pos-ovulacdo pode ser
atribuida ao maior pool de foliculos pré-ovulatérios
presentes nos dias -2 e =1 (Uribe-Velasquez et al., 2002)
e pode ter sido também um indicador da prevencdo do
processo normal de atresia folicular.

O crescimento de foliculos pré-ovulatérios durante a
fase folicular, emrespostaaadministragdo de prostaglandina,
inibiu o desenvolvimento de foliculos presentes dependentes
de gonadotrofinas (3 - 3,5 mm), de formasemelhante a outras
pesquisas prévias (Gonzalez-Bulnesetal., 2005; Gonzalez-
Afoveretal., 2007; Uribe-Velasquez etal., 2008b).

A aplicagdo da PGF, no sétimo dia apos a ovulagao
aumentou (P<0,05) o numero de foliculos grandes nos dias
3(1,0+0,22vs0,29+0,18),4(1,71+£0,29vs1,29+0,18),
6(1,15+0,20vs0,14+0,14)e8(1,14+£0,26vs0,29+0,18),
respectivamente, para as fémeas ovinas tratadas nos dias
sétimo e nono pds ovulagdo (Figura 1c).

Neste estudo, as fémeas ovinas mostraram uma
distribuicdo e tamanho dos foliculos grandes semelhante
ao processo durante o estro natural. Alguns foliculos
grandes nao exercem dominancia, portanto, sdo incapazes
de ovular, mas alguns deles ovulam normalmente.

Asincronizacdo utilizada ndo influenciou significativa-
mente a quantidade média da populacdo folicular total, no
inicio e metade da fase luteal do ciclo estral, entretanto
houve diferenca (P<0,05) entre os dias experimentais,
sendo que também foi constatada diferenca significativa
nainteracdo aplicacdo x dia (P<0,05).

Dos resultados obtidos, é razoavel levantar a hipotese
de que as taxas de baixa fertilidade reportadas, ao usar-se
prostaglandina, podem ser mais relacionadas ao momento
do tratamento (Kusina et al., 2000). Desse modo, a
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administracdo de prostaglandina na metade da fase luteal
(pratica usual com a presenca de um corpo liteo ativo
respondendo ao tratamento) comprovou ser compativel
com foliculos grandes exercendo a dominancia
(Fernandez-Moroetal., 2008). Amelhor resposta ovariana
pode-se esperar quando as fémeas sdo tratadas no inicio
e final da fase luteal. Assim, o inicio rapido do estro e
grande quantidade de animais ovulando sdo esperados
quando as fémeas sdo tratadas ao inicio da fase luteal
(Gonzélez-Bulnes et al., 2005). Em fémeas ovinas é
conhecido que as doses de prostaglandina sdo efetivas
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desde o terceiro dia depois da ovulacdo (Ali et al., 2009).
Assim, duas doses de prostaglandinacom um intervalo de
sete dias sdo eficientes para induzir a sincronizagcdo do
estro e da ovulacdo (Menchaca et al., 2004).

Houve diferenca significativa (P<0,0001) nas
concentrag@es plasmaticas de P, entre os grupos durante
afase emestudo (Figura 2). Do mesmo modo, constatou-se
também diferenca nos dias (P<0,0001) e na interacdo
aplicacdo e dia (P<0,0001). As concentragdes de P, no
plasma, ndo foram diferentes entre os grupos tratados no
sétimo e nono dias mostrando, nos dias -2 e —1 antes da
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Figura 1 - Distribuigdo dos foliculos pequenos (a), médios (b) e grandes (c) (médias + EP) durante a fase luteal em fémeas ovinas
sincronizadas com PGF, , em diferentes intervalos durante a estacdo reprodutiva.
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Figura 2 - ConcentragGes plasmaticas de progesterona (médias + EP) durante a fase luteal de fémeas ovinas sincronizadas com PGF,,,

em diferentes intervalos durante a estagdo reprodutiva.
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ovulacéo, valores médiosde 0,32+ 0,17 vs 0,24+ 0,17 ng/mL;
e 0,30 0,33 vs 0,27 + 0,17 ng/mL, respectivamente, de
forma semelhante aos achados de Uribe-Velasquez et al.
(2008 a,b,c), os quais também observaram valores abaixo
de 1 ng/mL ao longo da fase folicular até a ovulacao, dois
a trés dias mais tarde.

As concentragbes de P, no plasma variaram
significativamente (P<0,0001) entre os grupos tratados a
partir do terceiro dia até o décimo dia apds a ovulacao,
apresentando as maiores concentra¢des no grupo tratado
com intervalo de sete dias. O aumento nas concentracdes
plasmaticas de P, apds o terceiro dia do ciclo estral, no
grupo tratado com intervalo de sete dias, pode ser o resultado
daatividade do corpo luteo somado a atividade de foliculos
grandes luteinizados.

Conclusdes

A dindmica folicular altera-se com a aplicacdo de
prostaglandina, porém de formanao muito distintadaquela
do processo normal de regressédo luteal ao final do ciclo
estral. Além disso, em fémeas ovinas com completa e
rapida luteolise, tratadas nosdias 7 e 9, aovulacgdo acontece
no foliculo dominante da segundaonda folicular. A inducéo
da lutedlise com prostaglandina durante o ciclo estral
pode ser uma eficiente ferramenta em protocolos de
reproducdo assistida em fémeas ovinas.
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